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Polypeptid mit einam scheinbaren Molekulargewicht von ungefdhr 160kD, dadurch
gekennzeichnet, daB es ein Entziindungsvermittler oder ein Vorléufer eines
Entziindungsvermittier ist, oder ein Derivat davon.

Polypeptid gemiR Anspruch 1, dadurch gekennzelchnet, dafd es menschlicher Harkunft ist, oder
ein Darivat davon.

Polypeptid mit der Bezelchnung MRP-160 gernéi Ansprurn 1, dadurch gekennzeichnet, dafld es die
Aminos#iuresequenz geméR SEQ ID NO: 1 aufwaeist, oder ain Derivat davon.

Derivat gem#BR Anspruch 1, dadurch gekennzelchnet, dafd es ein Fragment ist.

Fragment gemaR Anspruch 4, dadurch gekennzelchnet, dal es die Aminoséuren 878 bis 1427 der
Aminoséuresequenz gemif SEQ 1D NO: 1 umfaBt und der N-Terminus Wasserstoff, Acyl, die
Aminosauresaquenz Asp-Gly-tle-Asp-Lys-Leu-Asp-lle-Glu-Phe-Gly oder die Aminosauresequenz
Met-Asp-Gly-lle-Asp-Lys-Leu-Asp-lle-Glu-Phe-Gly ist.

. Derivat gemaR Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafd es eine Verbindung ist, worin Amino-

und/oder Hydroxy-Funktionen glykosyliert oder acyliert sind.

. Derivat gemiR Anspruch 1, dadurch gekennzelchnet, daB es ein pharmazeutisch annehmbares

Salzist,

Derivat gem3R Anspruch 1, dadurch gekennzelichnet, da es ein scheinbares Molekulargevvicht

von 190kD aufweist.

Derivat gemaf Anspruch 1, dadurch gekennzelchnet, daf es ein scheinbares Molekulargewicht

von 140kD aufweist.

Verfahren zur Herstellung von Polypeptiden oder deren Derivate geméaf Anspruch 1, dadurch

gekennzelchnet, daB eine Losung eines solchen Polypeptids oder Derivates durch

chromatographische Methoden gereinigt und, falls notwendig, die gew(inschte Verbindung

isoliert und/oder in ein Derivat davon umgewandelt wird.

Verfahren gemaR Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daB die L6sung des Polypeptids oder

Derivates ein gegebenenfalls vorgeraeinigter Zellextrakt, Zelliiberstand oder Kulturfiltrat von

stimulierten normalen menschlichen Leukozyten, menschlichen embryonalen Epithelzellen der

Lunge, genetisch veranderten Mikroorganismen oder kontinuierlichen Saugetier-Zellinien ist.

Verfahren gemaR Anspruch 10, dadurch gekennzaichnet, dal die Losung des Polypeptids oder

Derivates erhalten wird, indem man transformierte Wirtszellen, diu die gewiinschten

Verbindungen exprimieren, unter Bedingungen kultiviert, die die Expression hetereologer

Polypeptide ermdglichen.

Desoxyribunukleinsiure (DNA), dadurch gekennzeichnet, daB sie fiir ein Polypeptid oder ein

Derivat davon gemaf Anspruch 1kodiert, oder eine Mutante oder ein Fragment einersolchen DNA,

DNA gemaf Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, da sie fir MRP-160 der Nukleotid-Sequenz

gemaR SEQ 1D NO: 1 kodiert, oder eine Mutante oder ein Fragment einer solchen DNA,

DNA gemiR Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dafd sie die Nukleotide 2756 bis 4414 einer

DNA der Nukleotid-Sequenz gemaR SEQ ID NO: 1 umfaRt.

DNA, dadurch gekennzeichnet, daR sie mit einer DNA, Mutante oder einem Fragment davon

gemaR Anspruch 13 hybridisiert.

DNA gemiR Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, daf3 sie genomischen Ursprungs ist.

Verfahren zur Herstellung einer DNA, einer Mutante oder eines Fragmentes davon gemafR

Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, da® man transformierte Wirtszellen, die die gewlinschten

Verbindungen exprimieren, kultiviert und, falls notwendig, die gewiinschte DNA daraus isoliert.

Verfahren gemaR Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, dal3 man

a) Boten-Ribonukleinsaure (MRNA) aus geeigneten Zellen isoliert, die gewiinschte mRNA
auswihlt, einzelstrangige komplementéare Desoxyribonukieinsaure (cDNA), die zu dieser
mRNA komplementir ist, und dann doppelstrangige cDNA herstellt, oder

b) cDNA aus einer cDNA-Bibliothek isoliert und die gewiinschte cDNA auswahit, oder

c) genomische DNA aus geeignetem menschlichem Gewebe isoliert und die gewlinschte DNA
isoliert, und

d) die doppelstrangige DNA aus Stufe a), b) oder c) in einen geeigneten Expiassionsvektor
einbaut,

e) geseignete Wirtszellen mit dem erhaltenen Hybridvektor transformiert,
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f) transformierte Wirtszellen, die die gewiinschto DNA onthalten, auswéhit und von nicht
transformierten Wirtszellen abtrennt, und

g) gegebenenfalls die gewiinschte DNA isoliert und/oder in eine Mutante oder in ein Fragment
davon umwandelt,

Verfahren zur Herstellung einer DNA, jiner Mutante oder eines Fragmentes davon geméf

Anspruch 13, dadurch gekennzelchne :, daB die gowlinschten Verbindungen chemisch

synthetisiert werden,

Hybridvektor, dadurch gekennzeichnet, daB er eine DNA, eine Mutante oder ein Fragment davon

gemdB Anspruch 13, die wirksam mit Expressions-Kontrollsequenzen verkniipft sind, enthélt,

Hybridvektor geméR Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, daf3 er eine DNA der Nukleotid-

Sequenz gem#l SEQ ID NO: 1, eine Mutante oder ein Fragment davon umfaft,

Hybridvektor gem4R Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, daf3 er die Nukleotide 2765 bis 4414

einer DNA der Nukleotid-Sequenz geamé&R SEQ ID NO: 1 umfaft.

Hybridvektor gemaR Anspruch 21, dadurch gekennzelchnet, daf3 er der Vektor pMRP 160 ist.

Hybridvektor gem#R Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, dafd er der Vektor pMRP 160, ist.

Hybridvektor gem#R Anspruch 21, dadurch gekennzelchnet, da er der Vektor pMRP 705, ist.

Transformierte Wirtszelle, dadurch gekennzelchnet, daB sie ein Polypeptid oder Derivat davon

gemaR Anspruch 1 exprimiert,

Wirtszelle gemiB Anspruch 27, dadurch gekennzeichnet, da3 sio mit einem Hybridvektor gemal

Anspruch 21 transformiert ist,

Wirtszelle gemaR Anspruch 27, dadurch gekennzelchnet, daB sie eine Zelle des Genus Escherichia

coliist.

Wirtszelle gemiR Anspruch 27, dadurch gekennzelchnet, da sie aus einem Séugetier stammt,

Wirtszelle geamaR Anspruch 30, dadurch gekennzeichnet, da sie eine Eierstock-Zelle des

chinasischen Hamsters (CHO-Zelle) ist.

Verfahren zur Herstellung siner Wirtszelle gemaR Anspruch 27, dadurch gekennzeichnet, dalR man

eine geeignete Zelle mit einem Hybridvektor durch Elektroporation, Kalziumbehandlung,

Mikroinjektion oder Protoplastenverschmelzung, gegebenenfalls in Gegenwart von Hilfsstoffen,

transformiert und die transformierte Zelle auswéhlt.

Verwendung eines Polypeptids oder Derivates davon geméaR Anspruch 1 fir die Behandlung von

Entziindungs-Zustanden.

Pharmazeutische Zusammensetzung, dadurch gekennzeichnet, dal3 sie eine therapeutisch

wirksame Menge oines Polypeptids oder Derivates davon gemaR Anspruch 1 und einen

pharmazeutisch verwendbaren Trager umfafit,

Polyklonaler oder monoklonaler Antikérper, daduich gekennzeichnet, daf er fiir ein Polypeptid

mit einem scheinbaren Molekulargewicht von ungefahr 160kD, das ein Entziindungsvermittler

oder ein Vorlaufer eines Entziindungsvermittlers ist, oder ein Derivat daven spezifisch ist, oder ein

Derivat eines solchen Antikérpers, das die Spezifitit des Antikérpers, von dem es abgelgitetist, behdit.

Polyklonaler oder monoklonaler Antikorper gemafR Anspruch 35, dadurch gekennzeichnet, dal3 er

flir MRP-160 spezifisch ist, odar ein Derivat davon.

Polyklonaler oder monoklonaler Antikérper gemafl Anspruch 35, dadurch gekennzeichnet, dafd er

fiir IMRP-70 spezitioch ist, oder ein Derivat davon.

Polyklonaler oder monoklonaler Antikirper gemaf Anspruch 35, dadurch gekennzeichnet, daf3 er

fiir ein Fragment von MRP-160 spezifisch ist, oder ein Derivat davon.

Polyklonaler Antikérper gemaR Anspruch 35, dadurch gekennzeichnet, daR er ein fiir rMRP-70

spezifischer Ratten-Antikdrper ist,

Derivat eines polyklonalen oder monoklonalen Antikérpers gemal Anspruch 35, dadurch

gekennzeichnet, daR es ein Antikérperfragment, ein Konjugat des Antikérpers mit einem Enzym,

einem fluoreszierenden Markierstoff, einem chemilumineszierenden Markierstoff, einem

Metallchelat, einem paramagnetischen Teilchen, mit Avidin oder mit Biotin, oder ein radioaktiv

markierter Antikorper ist.

Verfahren zur Herstellung eines polyklonalen Antikdrpers oder Derivates davon gemaf Anspruch

35, dadurch gekennzeichnet, daR ein geeignetes Siugetier oder Vogel mit einem Polypeptid mit

einem scheinbaran Molekulargewicht von ungefahr 160kD, das ein Entziindungsvermittler oder

ein Vorlaufer eines Entziindungsvermittlers ist, oder mit einem Derivat davon immunisiert,

Blutserum des immunisierten Saugetiers oder Eier des immunisierten Vogels sammelt und, falls

notwendig, den Antikérper isoliert und/oder in ein Derivat davon umwandelt.



298 948

42. Verfahren zur Herstellung eines monoklonalen Antikorpers oder Derivates davon geméR Anspruch
35, dadurch gekennzeichnet, da Hybridomazellen, die die genanntan Antikorper ausscheiden, in
vitro oder in vivo vermehrt werden und, falls notwendig, der At tikérper isoliert und/oder in ein
Lerivat davon umgewandolt wird,

43. Hybridomazelle, dadurch charakterisiert, dafd die Antikérper gemaR Anspruch 35 ausscheidet.

44, Verfahren zur Herstellung einer Hybridomazelle gemd Anspruch 43, dadurch gekennzeichnet,
dal ein geeignetes Sdugetier mit einem Polypeptid mit einem scheinbaren Molekulargewicht von
ungeféhr 160kD, das ein Entziindungsvermittler oder ein Vorléufer eines Entziindungsvermittlers
ist, oder mit einem Derivat davon immunisiart, Antikdrper-nroduzierende Zellon dieses Saugetiers
mit Zellan winer kontinuierlichen Zellinie verschmilzt, durch Verschmelzung erhaltene Hybridzellen
kloniert und Zellklone, die die gewlinschten Antikér,er ausscheiden, auswaéhit.

45, Verwendung eines polyklonalen oder monoklona'sn Antikdrpers gemaf Anspruch 36 fir die
qualitative und quantitative Bestimmung von Polypeptiden mit einem scheinbaren
Molekulargewicht von ungefahr 160kD, die Entziindungsvermittler oder Vorlaufer eines
Entziindungsvermittlers sind, oder von Derivaten davon.

46. Verwendung eines polyklionalen oder monoklonalen Antikérpers gemafl Anspruch 35 fiir die
Diagnose von Entziindungs-Zusténden.

47. Verwendung eines polyklonalen oder monoklonalen Antikérpers geméaR Anspruch 35 fiir die
Diagnose oder Behandlung von Hodgkin Lymphoma.

48. Prifausriistung flir die qualitative und quantitative Bestimmung von Polypeptiden mit einem
scheinbaren Molekulargewicht von ungeféhr 160kD, die Entziindungsvermittler oder Vorléufer
eines Entziindungsvermittlers sind, oder von Derivaten davon, dadurch gekennzeichnet, daf? sie
polyklonale oder monoklonale Antikérper geinaR Anspruch 35 und gegebenenfalls andere
monoklonale oder polyklonale Antikérper und/oder Zusatzstoffe umfafit,

49, Pharmazeutische Zusammensetzung, dadur-h grkennzeichnet, dafd sie eine therapeutisch
wirksame Menge eines polyklonalen oder mionoklonalen Antikorpers oder Derivates davon geman
Anspruch 35 und einen pharmazeutisch verwendbaren Trager umfafit.

Die Erfindung betrifft Polypeptide mit einem scheinbaren Molekulargewicht vonca. 160kD (1D = 1 Dalton = 1,66 x 1072 g), die
Entzindungstbertrdger oder Vorldufer von Entziindungsiibertrdgern sind, deren Derivate wie z.B. Mutanten und Fragmente,
Prozasse zu ihrer Herstellung, DNAs und Hybridvektoren, welche die genannten Polypeptid~ und Derivate kodieren, und
Wirtszellen, die mit derartigen Hybridvektoren transformiert sind, polyklonale und monoklonale Antikdrper, die fiir die
genannten Polypeptide oder ihre Derivate spezifisch sind, und Antikdrpar-Derivate sowie diagnostische und therapeutische
Methoden fiir Entzindungszusténde und Hodgkinsche Lymphome.

Cytokine sind biologisch aktive, lésliche Polypeptid-Ubertrager {Mediatoren), welche die Differenzierung, Aktivierung und
Vermehrung verschiedener Zelltypen des Immunsystems kontrollieren, zum Beispiel die Induktion oder Modulation von
Makrophagenfunktionen. Beispiele fiir Cytokine sind die gut charakterisierten Interferone, Interleukine und der das
Koloniewachstum stimulierende Faktor sowie der Makrophagenmigrationshemmfaktor (MIF) und der
Makrophagenaktivierungsfaktor (MAF), die Makrophagenhemmungs- bzw. -aktivierungseigenschaften aufweisen.

Cytokinen sind zahlreiche Aktivitaten zugeschrieben worden, obwohi wenige davon auf einzelne Molekiile 2uriickgefiihrtwerden
kénnen. Beispielsweise wird der humane MIF, den man sich als aus einer Gruppe von Polypeptiden bestehend denkt, in vitro in
einem Test definiert, der die Hemmung der zufdlligen Makrophagenmigration miit. In vivo spielt der humane MIF eine wichtige
Rolle im Friihverlauf zellulirer Immunreaktionen {,verzdgerte Uberempfindlichkeit”) durch seine Ubertragung von
Makrophagenfunktionen. Im allgemeinen fihrt die erste Einwirkung eines Antigens auf einen Patienten zu keiner merklichen
Veranderung, aber der Immunstatus des Empfiangers verdndert sich deutlich. Nach dem zweiten Kontakt mit dem Antigen zeigt
sich die verzégerte Uberempfindlichkeitsreaktion durch die Infiltration von Zellen, beginnend mit einer perivaskuléren
Akkumulation von Lymphozyten und Monozyten an der Stelle, wo sich das Antigen befindet. Einige dieser Zellen sind infolge des
ersten Kontakts mit dem Antigen spezifisch sensibilisiert. Diese Zellen reagieren mit dem Antigen, was zur Freisetzung von
Lymphokinen und zur Anziehung und Retention groBer Mengen nichtsensibilisierter Zellen fihrt. Insbesondere nimmt man an,
daB die Produktion von MIF zur Anziehung von Monozyten fiihrt, die durch das Endothel der BlutgeféBwand hindurch in das
umgebende Gewsbe eintreten. Gleichzeitig mit dieser Infiltration differenzieren sich die Monozyten zu Gewebsmakrophagen.
Das makroskopische Erscheinungsbild, das bei verzégerter Uberempfindlichkeit zu beobachten ist, besteht in einer Schwellung
am Kontaktort mit dem Antigen und einer R6tung, die durch die Erweiterung der darunterliegenden Blutgefée verursacht wird.
Unter normalen Bedingungen klingt die Entziindungsreaktion nach etwa zwei bis drei Tagen ab, wenn mégliche Gewebeschéiden
repariert worden sind. Aus unbekannten Griinden kénnen jedoch Entziindungen chronisch werden und zu ausgedehnten
Gewebeschiden fiihren, z. B. zu Rheumatoidarthritis. Eine mdgliche Erkidrung fiir die Entstehung einer chronischen Entziindung
kénnte sein, da am Anfang die Differenzierung der infiltrierten Makrophagen auBer Kontrolle geraten ist.
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Ztel der Erfindung

Ein Ziol der Erfindung besteht darin, Polypeptide, insbesondaere humane Polypeptide, die Entzdndungsiibertridgor oder Vorldufer
von Entziindungsiibertriigern sind, und ihre Derivate in hohor Reinheit und ausreichander Monge zu erzeugen sowio Varfahren
au ihrer Herstellung boreitzustellen. Das Problem der industrietlen Polypeptidsynthese 1883t sich durch die Methoden der DNA-
Rekombinationstechnik [5sen. Ein weiteras Ziel der Erfindung Ist daher die Erzeugung von DNAs und Hybridvektoren, welcha dio
gewiinschten Polypeptide und ihre Derivate kodieren, sowie von Wirten, die mit derartigen Vektoren transformiert sind. Weitero
Ziele sind Produktionsverfahron fiir die genannten DNAs, Vektoren und transformierten Wirtszellen.

Die erfindungsgeméfen Polypeptide sind verwendbar, um zu einem besseren Verstindnis dos mononuklearen
Phagozytensystems in klinisch wichtigen Gebieten zu gelangen, wie z. 8. dor Widerstandsfahigkeitgegen Infektion, der Kontrolle
von Metastasen, Entziindungsprozessen, und der Wiederherstellung von Gewebe. Dementsprechend sind ein welteres Ziel der
Erfindung pharmazeutische Préparate, die Polypeptide oder deren Derivate enthalten, sowie Verfahren zu ihrer Herstellung.
AuBerdem sind die erfindungsgemafon Polypeptide und Derivate fiir die Untersuchung, Identifikation und Produktion von
Antagoniston verwendbar, die als Medikamente gegen Entziindungen eingesetzt werden kdnnen.

Ein weiteres Zie! der Erfindung bestoht in die Entwicklung spezifischer Antikdrper gegen die erfindungsgemafien Polypeptide
baw. Derivate. Solche AntikSrper kdnnen zur Diagnose von Entziindungszustdnden und zur Uberwachung der Behandlung
solcher Zustande eingesetzt werden. Ferner sind dio Antikdrper fiir die Diagnose und Behandlung Hodgkinscher Lymphome
verwendbar,

Beschraibung der Erfindung

Die Erfindung betrifft Polypeptide, insbesondere humane Polypeptide, mit einem scheinburen Molekulargewicht von ca. 160kD
{1D = 1 Dalton = 1,66 x 10~%*g), die Entziindungsiibertréiger oder Vorliufer von Entziindungsiibertrdgern sind, sowie ihre
Derivate.

Ubertréger (Mediatoren) von Entziindungen sind chemischa Signaimolekiile, die Entzindungsreaktionen induzieren,

Vorliufer von Polypeptid-Ubertrdgern sind Vorstufen von Ubertrigern, d.h. Polypeptide, die nach ihrer Produktion verarbeitet
oder beschnitten werden, z.B. durch Abschneiden bestimmter terminaler Aminoséuresequenzen und/oder durch
Glycosylierung, und dadurch in die aktiven Ubertrdger umgewandelt werden oder, falls der Vorldufer selbst ein aktiver
Ubertréger ist, ihre Ubertréger-Aktivitdt beibehaltan,

Die erfindungsgemiBen Polypeptide und Derivate spielen eine wichtige Rolle in don immunologischen Prozessen, die an
Entziindungszustanden beteiligt sind. Die Entziindungstibertriger-Aktivitdt der beanspruchten Folypeptide kann zum Beispiel
durch ihre Fihigkeit zur Induktion einer drilichen Entziindung, beispielsweise bei einem normalen Meerschweinchen,
nachgewiesen werden.

Im allgemeinen 148t sich das scheinbare Molekulargewicht aines Polypeptids unbekannter Struktur nach herkémmlichen
Methoden bestimmaen, z.B. durch Sedimentationsanalyse und Bestimmung des Diffusionskosffizienten oder durch
geleloktrophoretische Methoden, inshasondere durch Polyacrylamidgelektrophorese in Gegenwart von Natriumdodecylsulfat
(SDS-PAGE).

Im besonderen betrifft die Erfindung ein Polypeptid mit der Bezeichnung MRP-160, das ein Entziindungsibertréger oder
Vorlaufer eines Entziindungsiibertrégers ist, mit der in SEQ 1D NO: 1 angegebenen Aminoséuresequenz, oder Derivate dieses
Polypeptids,

Das berechnete Molekulargewicht vom MRP-160 betrégt 160989,

ErfindungsgemaBe Derivate sind Mutanten der erfindungsgemifen Polypeptide, insbesondere Mutanten der Polypeptide mit
derin SEQ 1D NO: 1 angegebenen Aminosiurasequenz, wobei eine oder mehrere einzelne Aminoséuren, insbesondere nicht
mehr als 10% der Aminosiuren, deletiert oder durch andere Aminaséuren ersetzt oder zuséitzliche Aminos#ursn inseriert
werden. '

Weiterhin sind erfindungsgemaRe Derivate Fragmente eines erfindungsgeméRen Polypeptids oder einer seiner Mutanten,
insbesondere Fragmente eines Polypeptids mit der in SEQ ID NO: 1 angegebenen Aminoséuresequenz oder einer Mutante
davon, die mindestens 15 aufeinanderfolgende Aminoséuren enthalten,

Bavorzugt wird ein Fragment, das die Aminos#uren 878 bis 1427 derin SEQID NO: + angegebenen Aminoséduresequenz enthilt,
wobei das N-terminale Ende Wasserstoff, Acyl, die Aminos8uresequenz Asp-Gly-lle-Asp-Lys-Leu-Asp-lle-Glu-Phe-Gly oder die
Aminosiuresequenz Met-Asp-Gly-lle-Asp-Lys-Leu-Asp-lle-Glu-Phe-Gly ist. Das Fragment, das die N-terminale
Aminoséuresequenz Met-Asp-Gly-lle-Asp-Lys-Leu-Asp-lle-Glu-Phe-Gly enthalt, wird mit rMRP-70 bezeichnet.

Das vorausgesagte Molekulargewicht des Fragments mit der Bezeichnung rMRP-70 st 64714, aber bei der Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgelelektrophorese wandert dieses Peptid wie ein Peptid mit dem scheinbaren Molekulargewichi von 70kD im
Vergleich zu den Standard-Markerproteinen.

AuRerdem sind erfindungsgemaBe Derivate Verkindungen, die aus einem Polypeptid, einer Mutante oder einem Fragment
gemaf der Erfindung abgeleitet sind, insbesondere aus MRP-160, einer Mutante oder einem Fragment davon, wobei funktionelle
Gruppen, z.B. Amino-, Hydroxyl-, Mercapto- oder Carboxylgruppen, derivatisiert, z.B. glycosylient, acyliert, amidiert oder
verestert werden. In glycosylierten Derivaten wird ein Kohlenwasserstoffrest oder ein Oligosaccharid mit Asparagin, Serin
und/oder Threonin verbunden. Acylierte Derivate werden an Aminogruppen, besonders an der N-terminalen Aminogruppe,
oder an Hydroxylgruppen, besonders von Tyrosin oder Serin, durch die Acylgruppe einer natiirlich auftretenden organischen
oder anorganischen Siure substituiert, z.B. Ameisenséure, Essigséure, Phosphorsaure oder Schwefelséure. Bevorzugt werden
glycosylierte erfindungsgeméaRe Derivate.

Weitere erfir. - angsgemiRe Derivate sind Salze, insbesondere pharmazeutisch akzeptierbare Salze, zum Beispiel Metallsalze wie
Alkalimetall- und Erdalkalimetallsalze, etwa Natrium-, Kalium-, Ma jnesium-, Kalzium- oder Zinksalze oder Ammoniumsalze, die
mit Ammoniak oder einem geeigneten organischen Amin gebildet werden, wie z.B. mit einem niederen Alkylamin, etwa
Triethylamin, einem niederen Hyroxyethylamin, etwa 2-Hydroxyethylamin u. &.
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Bevorzugt warden Derivate von erfindungsgemiBen Polypeptiden mit einem scheinbaren Molekulargewicht von 190kD oder
mit einem scheinbaren Molekulargewicht von 140kD, die duich transfiziorte Zellon oder natiiliche Zellon wie Endothelzellien
produziet werden. Sio kénnen mittels Standardverfahren, wie z.B. Westarn Blots, beobachtet werden.

Die Erfinduny betrifft auBerdem Herstellungsprozesse fiir Polypeptide, dio Entziindungsiibortriger oder Vorldufe: von
Entzindungsitbertréigern sind, d. h. natiirliche, rokombinante oder synthetische Polypeptide und Derivate geméf der Erfindung.
In einer Ausfithrungsform der Erfindung werden derartige Verbindungen nach einem Verfahren hergestellt, bei dem eine
Ldsung, die erfindungsgemiiBe Polypeptide oder Derivate enthiilt, 2. B, einen wahlwaise vorgereinigton Zelloxtrakt,
Zelleniiberstand oder ein Kulturfiltrat von stimulierten normalen menschlichen Leukozyten oder von gentechnisch boarbeiteten
Mikroorganismen oder kontinuierlichen Siugetierzellinien, mittels chromatographischer Methoden gereinigt, und nétigenfalls
worden die Verbindungen isoliert und in Ihre Dorivate umgewandelt.

Zellextrakte, Zelleniiberstinde und Kulturfiltrate stimulierter normaler menschlicher Leukozyten, die natiirliche
erfindungsgomafie Polypeptide onthalten, werden hergestallt, wie beispialsweise in der Europtiischen PA 0162812 fir MIF
beschrieben. Im einzelnen werden normale humane mononukleare Zellen durch geeignate Zusétze, 2.B. Concavalin A oder
Phytohdmagglutinin, zur Produktion von Lymphokinen angeregt und nach iiblichen Verfahren kultivisrt, Wahlweise kénnen
dann Zellextrakte, Zalleniibarstdnde oder Kulturfiltrate durch Immunoaffinitdtschromatographie vorgereinigt werden.
Chromatographische Methoden, die zur Priiparation der gewlinschten Verbindungen in Betracht gezogen werden, sind die
lonenaustauschchromatographie, die Umkehrphasen-Hochleistungsfliissigkeitschromatographie, die Gelfiltration, die
AusschluBchrornatographie, die ('/mmuno-) Affinitdtschromatographie, die Chromatographio auf Hydroxylapatit, die
hydrophcbe Wechselwirkungschromatographie und dergleichen.

Ein gecignetes Triigermateria! fiir die lonenaustauschchromatographie kann organischen oder anorganischen Ursprungs sein,
2.B. vernetate Agarose, Dextran, Polyacrylamid, Styrol-/Divinylbenzol-Misct polymerisat, Zellulose o. 4. Dieses Trdgermaterial
triigt basische funktionelle Gruppen, z.B. tortidre Aminofunktionen, quaterniire Ammoniumgruppen, oder saure funktionelle
Gruppen, 2.B. Carbons#ure- oder Sulfonsiureruste. Beispisle fiir bevorzugte lonenaustauscher sind diejenigen mit
Diathylaminoethyl- (DEAE) odar Diethyl-2-hydroxyethyl-ammonioethyl-Funktionsgruppen und diejenigon mit Sulfopropyl-
(SP-) oder Carboxymethyl- (CM-) Funktionsgruppen, die an geeignete Triiger fir normale Fliissigkeitschromatographie, schrelle
Protein-Fliissigkeitschromatographie (FPLC) oder Hochleistungs-Flissigkeitschromatographie (HPLC) gebunden sind. Die
Trennungen und Reinigungen mittels fonenaustauschchromatographie werden nach feststohenden Verfahrensweisen
durchgefiihrt, 2.B. in wiBrigen Pufferlésungen von pHS bis pHS, die variable Salzmengen enthalten, 2. B. Natriumchlorid.

Die Umkehrphasenchromatographie wird in Tragermaterial auf Siliziumdioxidbasis durchgefiihrt, das hydrophobe Gruppen
trédgt, 2.8, Alkylgruppen mit 1 bis 20 Kohlenstoffatomen, vorzugsweise mit 4, 8, 12 oder 18 Kohlenstoffatomen, oder Mischungen
von Alkylgruppen mit 1 und 8 bzw. 12 und 18 Kohlenstoffatomen, oder Phenylgruppen. Mit dieser Methode verwandt ist die
hydrophobe Wechselwirkungschromatographie, bei der Agarose oder ein verwandtes Material eingesetzt wird, das mit
Alkylgruppen bis zu 12 Kohlenstoffatomen und/oder mit Phenylgruppen beschichtetist. Diese chromatographischen Techniken
werden unter Varwendung der FPLC oder der HPLC eingesetazt. Lésungsmittel 2ur Verarbeitung der erfindungsgemifien
Polypeptide auf Umkehrphasenmatorial auf Siliziumdioxidbasis sind warige S8uren, z.B. wéBrige Trifluoressigsdure, die
ansteigende Mengen eines polaren, mit Wasser mischbaren organischen Losungsmittels enthélt, z.B. Acetonitril, niedere
Alkohole wie z.B. Methanol, Ethanol oder Propanol, Tetrahydrofuran und dergleichen, vorzugsweise aber Acetonitril.

Die Aftinitéitschromatographie wird ebenfalls fiir die Reinigung der erfindungsgeméifien Polypeptide ins Auge gefafit, wobei ein
geeignetes Tragermaterial verwendetwird, z.B. vernetzte Agarose, Dextran oder Polyacrylamid, die Molekiile mit hoher Affinitét
zu einem erfindungsgeméBen Polypeptid oder Derivat, 2u Mutanten, Fragmenten oder deren Derivaten tragen, beispielsweise
Antikdrper, insbesondere polyklonale oder monoklonale Antikérper (MAbs), wie z.B. spezifische MAbs gegen humanen MIF.
Die bevorzugten chromatographischen Methoden sind die Immunoaffinitétschromatographie, die
lonenaustauschchromatographie mit Triagern, die Sulfonpropylgruppen tragen, und die Umkehrphasen-
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC).

Die arfindungsgemaRen Verbindungen werden durch die Ublichen Verfahren isoliert, beispielsweise durch Filtration oder
Ultrafiltration, Dialyse, Aufldsung und Wiederausféllen in geeigneten Salz- oder Pufferldsungen und Ldsung{'r..inolgemischen,
Eindampfen von Lésungsmitteln, Lyophilisierung und dergleichen.

ErfindungsgemiRe Mutanten entstehen durch spontane oder chemisch induzierte Mutationen auf der DNA-Ebene oder durch
Austausch von Aminos#uren mittels chemischer Synthese.

ErfindungsgeméRe Fragmente entstehen durch spontane oder chemisch induzierte Mutationen auf der DNA-Ebene, wodurch
ein Triplett, das eine Aminosdure kodiart, in ein Stoppcodon umgewandelt wird, oder auf der Peptid-Ebene durch chemische
oder enzymatische Bindungsaufspaltung. Geeignete Enzyme fiir die Herstellung erfindungsgeméaBer Fragmente sind zum
Beispiel Proteasen. Beispielsweise kénnen Papain, Trypsin, a-Chymotrypsin, Thermolysin, Pepsin, Subtilisin, Endoproteinase
Lys-C von Lysobacter enzymogenes, V8-Protease von Staphylococcus aurcus oder verwandte Proteasen einer Lésung eines
erfindungsgemiRen Polypeptids zugesetzt und das entstehende Fragmentgemisch kann durch chromatographische Methoden
getrennt werden, 2.B. durch Gelfiitration und/oder Umkehrphasen-HPLC.

Extrakte, Zelleniiberstande und Kulturfiltrate von gentechnisch bearbeiteten Mikroorganismen oder kontinuierlichen
Siugetierzellinien, die erfindungsgemaBe rekombinante Polypeptide oder deren Derivate gemaR der Erfindung enthalten,
werden durch DNA-Rekombinationstechniken gewonnen und, wie ohen eréitert, vorgereinigt. Im einzelnen kdnnen
erfindungsgeméBe Polypeptide und deren Derivate hergestellt werden, indem transformierte Wirtszellen, die
erfindungsgemiRe Polypeptide oder deren Derivate exprimieren, unter Bedingungen kultiviert werden, welche die Expression
heterologer Polypeptide erlauben, und nétigenfalls die gewiinschten Verbindungen isoliert und/oder in ihre Derivate
umgewandelt werden. Die Schritte, die mit der Herstellung der erfindungsgeméBen Polypeptide und Derivate durch DNA-
Rekombinationstechniken verbunden sind, werden weiter unten ausfihrlicher diskutiert,

In einer weiteren Ausfiihrungsform der Erfindung werden die erfindungsgeméBen Polypeptide und deren Derivate,
insbesondere Fragmente, durch chemische Methoden synthetisiert, z.B. durch Kondensationsreaktionen, wie sie beispielsweise
von M.Bodanszky, in ,Principles of Peptide Synthesis” (Prinzipien der Peptidsynthese, Springer 1984) beschrieben wurden.
Fragmente werden z. B. durch eine Festphasenmethode synthetisiert, wobei eine N-geschiitzte Aminoséure an ein geeignetes
Harz gekoppelt, die Schutzgruppe entfernt, eine zweite N-geschiitzte Aminogruppe an die erste Aminoséure ankondensiert und
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der Zyklus von Schutzentfernung/Kondansatlo: mit welteren N-geschitzten Aminos8uren so lange wiederholt wird, bis der
Peptidrest der gewlinschten Verblndung vollstdndig lst, und schileBlich dieser Peptidrest vom Harz abgospalten und sein Schutz
ontfornt wird, In #hnlicher Weise kénnen anstelle einzelner N-geschdtzter Aminosiuren kurze N-gaschiitzte Oligopeptide
eingesetzt werden. Goeignete Harzo, Schutzgruppen, Kondensationsreagonzien und Reaktionsbedingungen sind dem
Fachmann gut bekannt,
Die Erfindung betrifit auBerdam DNAs, die eln etfindungsgemiBes Polypeptid oder desson Dorivate kodieren, Mutantensolchor
DNAs, zum Balspiel DNAs, bel denen ain oder mehrere, Insbosondara ein, awel, drel oder vier Nukleotide mutiert sind, sowie
Fragmente derartigar DNAs, die aus mindestens 16 Nukleotiden bestehen.
DofinitionsgomaB umfassen solche DNAs kodierende elnzelstéingige DNAs, doppelstriingigo DNAs, die aus don genannten
kodierenden DNAs und aus dazu komplementtiron DNAs bestehen, oder dieso komplementiiren (einzelstringigen) DNAs salbst.
im besonderen betrifft die Erfindung eine DNA, die MRP-160 mit der in SEQ IDNO: 1 angegebenon Nuklootidsoquonz kodiert,
sowie Mutanten und Fragmente einer solchen DNA.
im besonderen betrifft die Erfindung ein DNA-Fragment, das die Nukleotide 2765 bis 4414 einer ONA mitderin SEQIDNO:1
angoegebenen Nukleotidsaquenz umfaft.
Die Eefindung betrifft auch DNAs, die mit einer DNA, einer Mutante oder olnem Fragment davon gemif der Erfindung
hybridisieron.
Weiterhin betrifft die Erfindung DNAs, deren Mutanten oder Fraginente gemBR der Erfindung, dio genomischen Ursprungs sind.
Die erfindungsgemiBen DNAs kénnen beisplolswoise durch Kultivierung eines transformierten Wirts und nétigenfalls Isolieren
der gewiinschton DNA aus diesem Wirt oder durch chemische Synthese mittels Nukleotidkondensation hergestellt werden.
Insbesondere kdnnen solche DNAs wie folgt hergestelit werden:
a) Isolierung von mRNA aus geeignaten Zellen, zum Boisplel aus menschlichen sinkernigen Loukozyten oder menschlichen
embryonalen Lungenepithelzellen, Selektion der gewiinschten mRNA, zum Beispiel durch Hybridisierung mit einer
DNA-Sonde ader durch Exprassion in einem geeigneten Expressionssystem und Auswahl nach der Expression des
gewiinschten Polypeptids, Herstellung einer zu dieser mRNA komplementaren einzelstriingigen cDA und danach einar
doppelstrangigen ¢cDNA aus der einzelstréingigen c¢DNA oder
Isotierung von cDNA aus einer cDNA-Bibliothek und Selektion der gewiinschten cDNA, zum Boisplel durch Verwendung einer
DNA-Sonda oder durch Verwendung eines geeigneten Expressionssystems und A uswahl nach der Expression des
gewiinschten Polypeptids oder
¢} Isoliarung einer genomischen DNA aus geeignetem menschlichem Gewebe, zum Beispiel aus der Plazenta oder aus fétalen
Leberzellen, und Selektion der gewiinschten DNA, zum Beispiel durch Anwendung einer DNA-Sonde oder durch Verwendung
sinas geeigneten Expressionssystems und Auswahl nach der Expression des gowinschten Polypeptids und
d) Einbau der doppelstringigen DNA von Schritt a), b) oder c) in einen geeigneten Expressionsvektor,
e) Transformation geeigneter Wirtszellen mit dem gewonnenen Hybridvektor,
f) Selektion tr insformierter Wirtszellon, welche die gewiinschte DNA enthalten, aus untransformisrten Wirtszellen und, falls
erforderlict,,
@) Isolierung der gewiinschten DNA und/oder Umwandlung der DNA in eine Mutante oder ein Fragmant dieser DNA.
Polyadenylierte Messenger-RNA (Schritt a) wird nach bekannten Methoden aus den geeigneten Zellen isoliert, zum Baispiel aus
menschlichen einkernigen Leukozyten oder aus menschlichen embryonalen Lungenepithelzellen. Beispielsweise kdnnen die
Leukozyten aus frischem menschlichem Blut gewonnen werden, zum Beispiel aus hautartigen Schichten, die aus weien
Blutkdrperchen bestehen, oder aus Leukozyten einer bestehenden kontinuierlichen Zellinie, die in Kultur entwickelt werden
kann. Die Isolationsverfahren umfassen zum Beispiel die Homogenisierung stimulierter Loukozyten in Gegenwart oines
Detergens und eines Ribonukleasehemmstoffs, 2.8. Heparin, Guanidinisothiocyanat oder Mercaptoethanol, Extraktion der
mRNA mit geeigneten Chloroform-Phenol-Mischungen, wahlweise in Gegonwart von Salz- oder Pufferldsungen, Detergenzien
und/oder kationischen Chelatbildnern, und das Ausfillen der mRNA aus der verbleibenden wiRrigen, salzhaltigen Base mit
Ethanol, Isopropanol oder dergleichen. Die isoliorte mRNA kann durch Zentrifugieren in einem Caisiumchloridgradienten mit
anschlieBender Ethanol-Ausfallung und/oder durch chromatographische Methoden weiter gereinigt werden, zum Beispiel
durch Affinititschromatographie, etwa Chromatographie an Oligo(dT)-Zellulose oder an Oligo(U)-Sepharose. Vorzugsweise
wird eine solche gereinigte Gesamt-mRNA durch Gradientenzentrifugation nach der GroRae fraktioniert, zum Beispiel in einem
linearen Saccharosegradienten, oder durch Chromatographie an geeigneten GréBenfraktionierungsséulen, 2.8, an
Agarosegelen.
Die gewiinschte mRNA wird durch direkte Klassierung der mRNA mit einer DNA-Sonde oder durch Translation in geeigneten
Zellen oder zellfreien Systemen und Klassierung der erhaltenen Polypeptide selektiert,
Die Selektion der gewiinschten mRNA wird vorzugsweise unter Verwendung einer DNA-Hybridisiarungssonde erreicht,
wodurch der zusitzli :he Translationaschritt vermieden wird, Geaignete DNA-Sonden sind DNAs mit bekannter
Nukieotidsequenz, die aus mindestens 17 Nukleotiden bestehen, 2um Beispiel synthetische DNAs, cDANSs, die aus einer mRNA
abgaelsitet sind, wel che die gewiinschton Polypeptide in einer Tierart kodiert, deran DNA Sequenzhomologien mit der
menschlichen DNA aufweist, oder genomische DNA-Fragmente, die zum Beispiel aus benachbarten DNA-Sequenzen bestehen,
die aus einer natiirlichen Quelle oder aus einem gentechnisch verénderten Mikroorganismus isoliert werden.
Synthetische DNA-Sonden werden nach bekannten Methoden synthaetisiert, wie sie im folgenden ausfihrlich beschrieben
werden, vorzugsweise durch schrittweise Kondansation unter Anwendung der Festphasen-Phosphotriester-, Phosphittriester-
oder Phosphoramidit-Methode, zum Beispiel Kondensation von Dinukleotid-Knnplungssinheiten nach der
Phosphotriestermethode.
Diese Methoden werden an die Synthese von Gemischen der gewiinschten Oligonukieotide angepalt, indem Mischungen von
2wei, drei oder vier Nukleotiden dA, dC, dG und/oder dT in geschiitzter Form oder die entsprechenden Dinukleotid-
Kopplungseinheiten in den passeaden Kondensationsschritt eingesetzt werden, wie von Y. lke u.a. (Nucleic Acids Research 11,
477,1983) beschrieben.
Zur Hybridisierung werden die DNA-Sonden markiert, z.B. werden sie durch die gut bekannte Kinasereaktion radioaktiv markiert.
Die Hybridisierung der gréBenfra<tionierten mRNA mit den DNA-Sonden, die eine Markierung enthalten, wird nach bekannten

b
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Verfahrensweisen durchgefihrt, d.h. in Puffer- und Salzlésungen, dio Zus#tze enthalten, beisplelswalse Calciumchelatbildnor,
viskosittsregulierende Verbindungen, Proteine, irrelavante DNA und dergleichen, bei Temparaturon, welche die soloktive
Hybridisierung beginstigen, etwa awischen 0°Cund 80°C, beispiolsweise awischien 26°C und 50°C oder boi etwa 65°C,
vorzugswelse bel einer Temporatur, die um 20°C unter der Schmalztemparatur der hybriden doppelstriingigen DNA lieg!.
Fraktioniarte mRNA kann in Zellen translatiort werden, 2.8. in Froschaizellen, oder in zollfreie Systome, zum Beispiel in
Retikulozytenlysate oder Weizenkeimaextrakte, Die erhaltenon Polypaptide werden nach dor Ubertrdgeraktivitit oder nach dor
Reaktion mit Antik8rpern ausgelesen, die gagen den nativan Ubertriger gobildet werden, zum Belsplel in einam Immuntest mit
Fluoreszenzmarkern. Solche Immuntests und die Herstellung polyklonaler und monoklonaler Antikdrpor sind dem Fachmann
gut bekannt und werden dementsprechend angewendoet.

Die Horstallung einer einzelstringigon komplemantiiran DNA {cDNA) aus der seloktiortan mRNA-Matrize ist dem Fachmann gut
bekannt, desgleichen die Herstellung einer doppelstringigen DNA aus siner einzelstriingigon DNA. Die mRNA-Matrize wird mit
einer Mischung aus Desaxynukleosidtriphosphaten, wahlweise readioaktiv markierton Desoxyr.ukleosidtriphosphaten (um das
Reaktionsargebnis klassieren zu kdnnen), einor Startersequenz, wie 2. B, einem Oligo-dT-Rest, der mit dem Poly(A)-Schwanz dor
mRNA hybridisiart, und einem goeigneten Enzym, wie etwa einer Umkehrtranskriptase, z.B. von einem
Vogelmysloblastosevirus (AMV), inkubiert. Nach dem Abbau Jder Matrizen-mRNA, z.B. durch alkallsche Hydrolyse, wird die
¢DNA mit einer Mischung aus Desoxynuklaosidtriphosphaten und einem geeigneten Enzym inkubiert, um eine doppelstréngige
DNA zu erhalten. Geeignote Enzyme sind beispielswoise cine Umkehrtranskriptase, das Klenow-Fragment von E.coli-DNA-
Polymerase | oder T4 DNA-Polymerase. GowdShnlich wirkt eine Haarnadelstruktur, die spontan von der einzelstréngigen cDNA
gebildet wird, als Starter fiir die Synthese des zweiten Strangs. Diese Haarnadelstruktur wird durch AufschluB mit § 1-Nuklease
entfernt. Ersataweise wiru das 3-Ence der cinzelstrangigon DNA vor der Hydrolyse der mRNA-Matrize und der anschlioBenden
Synthese des zweiten cDNA-Strangs zuntichst durch homopolymere Desoxynukleotid-Schwinze erwaitert,

Als Alternative dazu wird doppelstringigo cUNA aus einer cDNA-Biblithek isoliert und die gewiinschto cDNA wird ausgesondert
(Schritt b). Die cDNA-Bibliothok wird aufgebaut, indem mRNA aus geeigneten Zellen, z.8. aus menschlichen einkernigen
Leukozyten oder manschlichen embryonalen Lungenepithelzellen, isoliert und entsprochend dor obigen Beschreibung daraus
einzelstriingige und doppelstriingige cONA hergestelit wird. Dieso cDNA wird mit gesignoten Restriktionsendonukleasen
aufgeschlossen und nach feststehenden Vsrfahren in einen Lambda-Phagen eingebaut, z.8. in Lambda-Charon 4 A oder
Lambda-gt 11. Die an Nitrozellulosomembranen repliziarte cDNA-Bibliothek wird unter Verwendung einer DNA-Sonde
aussortiert, wie weiter oban beschrieben, odar in einem geeigneten Expressionssystem exprimiert, und die erhaltonen
Polypeptide werden nach der Reaktion mit einem fiir die gewiinschten Verbindungen spezifischen Antikbrper aussortiert, 2.8.
mit einem fir Human-MIF spezifischen Antikorper.

Als weitere Maglichkoit kann genomische DNA isoliert und die gewiinschte DNA kann daraus aussortiert werden (Schritt ¢).
Genomische DNA wird nach dem Fachmann bekannten Methoden aus gesignetem menschlichen Gewebe isoliort, vorzugsweise
aus menschlicher Plazenta oder menschlichen fotalon Leberzelien. Daraus wird durch Aufschiul mit gooigneten
Restriktionsendonukleasen, z.8. Alul und Haelll und Einbau in einen Lambeia-Phagen, 2.8. in Lambda-Charon 4A oder
Lambda-gt 11, nach festgestehenden Verfahren eine ganomische DNA-Bibliothek hergestelit. Die an Nitrozellulosemembranen
replizierte ganomische DNA-Bibliothek wird mit einer DNA-Sonde aussortiert, wie weiter oben beschrieben, oder in einem
geeigneten Expressionssystem exprimiert, und die erhaltenen Polypeptide werden, wie weiter oben beschrieben, aussortiert.
Dem Fachmann ist eine Vielzahl von Methoden zum Einbau doppelstringiger cDNA oder genomischer DNAin einen geeigneten
Vektor bekannt {Schritt d). Zum Beispiel kénnen durch Inkubation in Gegenwart der entsprechenden
Desoxynukleosidtriphosphate und eines Enzyms wie zum Beispiel terminaler Desoxynukleotidyltransferase komplementire
homopolymere Striinge an die doppelstrangige DNA und die Vektor-DNA angelagert werden. Die Vektor-DNA und die
doppelstringige DNA werden dann durch Basenpaarung 2wischen den komplementédren hamopolymeren Schwiénzen
miteinander verbunden und schlieBlich durch spezifische Verbindungsenzyme, wie z.B. Ligasen, ligiort. Andere Méglichkeiten
sind dis Anlagerung von synthetischen Linkern an die Enden der doppelstringigen DNA oder der Einbau der doppelstréngigen
DNA in den Vektor mittels Ligation sturnpfer oder versetzter Enden. Geeignete Vektoren werden weiter unten ausfiihrlich
diskutiert. '

Die Transformation geeigneter Wirtszellen mit dem erhaltenen Hybridvektor (Schritt e) und die Selektion transformiurter
Wirtszellen {Schritt f) sind dem Fachmann gut bekannt und werden weiter unten ausfihrlich beschrieben. Hybridvektoren und
Wirtszellen kénnen fiir die Produktion von DNA oder auch fiir die Produktion der gewiinschten Polypeptide besonders geeignet
sein.

Dielsolierung der gewiinschten DNA, ihrer Mutanten und Fragmente geméf der Erfindung wird durch dem Fachmann bekannte
Varfahren erreicht, z.8. durch Extraktion mit Phenol und/oder Chloroform. Wahlweise kann die DNA weiter manipuliertwerden,
2.8. durch Behandlung mit Mutagenen, um Mutanten zu erhalten, oder durch AufschluBl mit Restriktionsenzymen zur Bildung
von Fragmenten, Modifikation eines oder beider Enden, um den Einbau in den Vektor zu erleichtern, Entfernen der
dazwischenliegenden Sequenzen und dergleichen.

Die Nukleotidsequenz einer erfindungsgeméBen DNA kann durch Mothoden bestimmt werden, die an sich bekannt sind, 2.8,
durch die Maxam-Gilbert-DNA-Sequenzierungsmsthode unter Verwendung von endmarkierter DNA ader durch die Didesoxy-
Kettenterminationsmethode von Sanger.

Die Herstellung einer DNA, ihrer Mutante oder ihres Derivats gemaf der Erfindung kann auch mit Hilfe einer chomischen
Synthese erfolgen. Gesignete Synthesemethoden fir DNA sind zusammenfassend von S.A. Narang {Tetrahedron 39, 3, 1983)
dargestelltworden. Die bekannten Syntheseverfahren gestatten die Herstellung von Polynukleotiden von bis zu 40 Basen Linge
mit guter Ausbeute, hoher Reinheit und in relativ kurzer Zeit. Geeignet geschiitzte Nukleotide werden nach der
Phosphordiestermethode (K.L.Agarwal u.a., Angew. Chemie 84, 489, 1972), der leistungsféhigeren Phosphortriestermethode
(C.B.Reese, Tetrahedron 34, 3143, 1972) der Phosphittriestermethode (R.L. Letsinger u.a., J. Am. Chem, Soc. 98, 3655, 1976) oder
der Phosphoramiditmethode (S. L. Beaucage und M.H.Carruthers, Tetrahedron 22, 1859, 1981) miteinander verbunden. Eine
Vereinfachung der Synthese der Oligonukleotide und Polynukleotide wird durch das Festphasenverfahren erméglicht, bei dem
diu Nukleotidketten an ein geeignetes Polymar gebunden werden. H.Rink u.a. (Nucl. Acids Research 12, 6369, 1984) verwenden
Trinuklaotide anstelle einzelner Nukleotide und verbinden sie nach der Phosphotriestermethode in der Festphasensynthese, Auf
diese Weise kann innerhalb kurzer Zeit und mit guter Ausheuten ein Polynukleotid mit bis 2u 67 Basen hergestelit werden. Die
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eigontliche doppolstringigo DNA wird enzymatisch aus chomisch pridpariorten Uberlappenden Oligonukleotiden von beiden
DNA-Strlingon aufgobaut, dio durch Basenpaarung in der richtigen Anordnung zusammengahalten und dann durch das Enzym
DNA-Ligase chemisch verbunden werdon. Eine weitere Mdglichkeit umfaft die Inkubation (iberlapponder einzelner
Oligonukleotide aus den beiden DNA-Stréingun in Gegonwa.t der vier orfordorlichen Desoxynukleosidiriphiosphate mit einer
DNA-Polymorase, z.B. mit DNA-Polymerase |, dem Klenow-Fragment dor Polymerase | odor der T4 DNA-Polymaerase oder mit
AMV-(Vogalmyeloblastosevirus-) Umkehrtranskriptaso. Dio boiden Oligonukleotide werden dadurch in der richtigen Anordnung
durch Basenpaarung zusammengahalten und durch das Enzym mit den orforderlichen Nukleotiden org#nzt, um eine
vollstindige doppaelstriingige DNA zu liefern (S.A.Norang u. 8., Ana!. Biochem, 121, 356, 1982).

Die Erfindung betrifft ferner Hybridvektoron, dio, wie weitc1 oben definiert, aus einer DNA, oiner Mutante oder oinem Fragmont
sinar DNA bestehen, welche(s) ein orfindungsgomiBes Polypeptid oder Derivat kodieren, das operativ mit
Expressionskontrollsequenzen verbunden st. Besondors bavorzugt sind Hybridvektoren, die aine DNA entsprochend

SEQ 1D NO: 1, eine Mutante oder ein Derivai diesor DNA odor oin DNA-Fragment umfasson, das aus den Nukleotidlen 2765 bis
4414 einer DNA nach SEQ 10 NO: 1 besteht und operativ mit Expressionskontrollsequenzen verbunden ist.

Die erfindungsgem#fen Hybridvektoren sorgen fir dio Replikation und Expression der gowinschten DNAin elnem geeigneton
Wirt, entweder als extrachromosomales Element oder durch Integration in das Wirtschromosom. Firr die Integration und
Exprassion dor orfindungsgemaBen klonierten DNA stahon mehroro mdgliche Vel torsystorme zur Verfiigung. Im Prinzip sind allo
Vektoren goeignot, die das gowiinschto Polypeptidgol gom dor Erfindung indem gewihiten Wirtreplizieren und exprimieren.
Der Vektor wird in Abhéngigkeit von den fiir die Transformation s Auge gefalten Wirtszellen ausgewdhit. Im allgemeinen
kénnen solche Wirtszellen prokaryotische oder eukaryotische Mikroorganismen sein, wie z.B. Bakterien oder Hefen, oderZellen
von hoherer eukaryotischer Herkunft, wie 2.8, Wirbeltier-, insbosondare Sugotierzellen, Geeignoete Wirtszellen werden waeiter
unten ausfiihrlich erdrtert. Im Prinzip umfassen die erfindungsgemaBen Hybridvektoren dio DNA, wie sie woiter oben definiert
wurde, einen Replikationsstartpunkt odor eine autonom replizierande Sequenz, dominantu Markierungssequenzon,
Exprassionskontrollsequenzen, die fiir die Transkripiion und Translation der gewinschton DNAwesentlich sind, und wahlweise
Signalsequenzen und zusiitzliche Restriktionsstellen.

Ein Replikationsstartpunkt oder eine autonom replizierende Sequenz (ein DNA-Element, das extrachromosomalen Elementen
Fithigkeiten zur autonomen Replikation verleiht) antstoht entwader, indem der Vektor so konstruiort wird, dal er einan exogenen
Ursprung enthilt, wie er z.B. aus dom Affenvirus (SV40) ader einer anderon viralen Quello abgeleitet wird, oder durch den
chromosomalen Mechanismus der Wirtszelle.

Die Marker erlauben die Selektion von Wirtszellen, die den Vektor enthalten. Selektionsmarker enthalten Gene, die Resistenz
gegen Schwermetalle wie Kupfer oder gegen Antibiotika wie Tetracyclin, Ampicillin, Geneticin {G-418) oder Hygromycin
verleihen, oder Gene, die einen genetischon Schaden der Wirtszellen ergdnzen, wio 2.B. das Fehlen von Thymidinkinase,
Hypoxanthinphosphoryltransferase, Dihydrofolatreduktase o. 8.

Als Expressionskontrollsequenzen umfaflt die Vektor-DNA ainen Promotor, d. h. eine DNA-Sequenz, die bewirkt, dafl die
RNA-Polymerase sich an die DNA bindet und die RNA-Synthese startet, Ribosomen-Bindungsstellen, d.h. Sequenzen, die fiir die
Ausldsung von Translations-, Transkriptions- und Translationsstoppsignalen notwandig sind, vnd Sequenzen, die zur
Stabilisierung der mRNA notwendig sind, und wahlweise Vorstirker und weitere Regulationssequenzon.

Es kann sine breite Vielfalt von Promotionssequenzen eingesetzt werden, in Abh#ngigkeit von der Natur der Wirtszelle. Starke
und gleichzeitig gut regulierte Promotoren sind besondurs brauchbar. Sequenzen fi'r den Translationsstart sind 2.8 Shine-
Dalgarno-Sequenzen. Sequenzen, die fir den Start und Stof. der Transkription und fir die Stabilisierung der mRNA notwendig
sind, stehen normalerweise in den nichtkodierenden &'-Bereichen bzw. 3'.Bereichen viraler oder aukaryotischer cDNAs zur
Verfiigung, 2. 8. aus dem Expressionswirt. Verstérker sind transkriptionsstimulierande DNA-Sequenzen viraler Herkunft, 2.8.
abgeleitet vom Affenvirus, Polyomavirus, Rinderpapillomvirus oder Mononeyschan Sarkomvirus, oder sie sind genomischen
Ursprungs.

Signalsequenzen kénnen zum Beispiel oine Prisequenz oder aine sektretorische Leader-Sequenz sein, welche die Sekretion des
Polypeptids, Spleisignale o.4. lenkt.

Die verschiedenen DNA-Segmente der Vektor-DNA sind operativ miteinander verbunden, d.h. sie grenzen aneinander und
stehen in sinem funktionellen Zusammenhang miteinander.

Beispiele von Vektoren, die sich fiir die Replikation und Expression in einom E. coli-Stamm eignen, sind Bakteriophagen, 2. B.
Abkémmlinge von Lambda:Bakteriophagen, oder Plasmide wie 2.B. insbesondere das Plasmid ColE 1 und seinc Abkmmlinge,
etwa pMB9, pSF2124, pBR317 oder pBR322 und von pBR322 abgeleitete Plasmide, etwa pUCS, pUCKO, pHRi148 uni pLc24.
Geeignete Vektoren enthalten ein volistandiges Replikon, ein Marker-Gen, Erkennungssequenzen fir
Restriktionsendonukleasen, so daB die Fremd-DNA und ggf. die Expressionskontrollsequenz an diesen Stellen eingefugt werden
kénnen, und wahlweise Signalsequenzen und Verstirker.

Mikrobielle Promotoren sind beispiclsweise der Links-Promotor P des Bakteriophagen Lambda, der durch einen
temperaturempfindlichen Repressor kontrolliert wird, Ebenfalls geeignet sind E.coli-Promotoren wie der lac (Lactose) -
Promotor, der durch den lac-Repressor reguliert und durch Isopropyl-B-D-thiogalactosid induziert wird, der trp (Tryptophan) -
Promotor, der durch den trp-Reprossor reguliert und z. B. durch Tryptophan-Aushungerung induziert wird, und der tac {Hybrid-
trp-lac) - Promotor, der durch den lac-Repressor reguliert wird. Bevorzugt sind Vektoren, die den P-Promotor des
Bakteriophagen Lambda enthalten.

Vektoren, die fiir die Replikation und Expression in Hefen gesignet sind, enthalten einen Hefe-Replikationsstart und ein selektives
Markierungsgen fiir Hefe. Eine Gruppa derartiger Vektoren umfaBt sogenanntae ars-Sequenzen (autonomo
Replikationssequenzen) als Replikationsstartpunkt. Diese Vektoren werden nach der Transformation innerhalb der Hefezelle
extrachromosomal zuriickgehalten und autcnom repliziert. Ferner kdnnen Vektoren verwendet werden, welche die
2-{2-Mikron-) Plasmid-DNA aus Saccharomyces cerevisiae ganz oder teilweise enthalten. Solche Vektoren werden durch
Rekombination in p-Plasmide eingebaut, die in der Zelle schon vorhanden sind, oder replizieren sich autonom. 2u-Sequenzen
sind besonders geeignet, wenn eine hohe Transformationshiufigkeit und hohe Kopienzahlen erzielt werden sollen.

Fir die Expression in Hefe geeignete Expressionskontrolisequanzen sind beispielsweise die Kontrollsequenzen von stark
exprimierten Hefegene. So kénnen die Promotoren fiir das TRP 1-Gen, das ADHI- oder ADHII-Gen, das Gen fiir saure
Phosphatase (PHO3-oder PHO 5-Gen), daslsozytochrom-Gen, oder ein mit dem glycolytischen Weg verbundener Promotor, wie



-9~ 298 948

1.B. dor Promotor der Enolase-, Glycotaldohyd-3-phosphutkinuo(PGK)- ,Hoxokinase-, Pyruvatdecarboxylase-,
Phosphofructokinase-, Triosephosphatisomeraso:, Phasphoglucoseisomarase- und Glucokinase-Gono verwendet werden.

Fur dio Replikation und Exprassion in Stugetierzellon goolgnete Vektorcn waorden vorzugswolse mit Promotorsequenzen
gobildet, die aus DNA viralor Herkunft abgeloltet sind, 2., aus dor Alfenvirus 40 (SV 40), dom Rousschen Sarkomvirus (RSV),
dom Adenovirus 2, dem Rindarpapiltomvirus {BPV), dor BK-Mutante dos Papovavirus (BKV), oder dem Maus- odor Human-
Zytomagalovirus {CMV). Ersatzwoiso kdnnan die Vektoren Promotoren aus SKugotior-Exprassionsprodukton onthalten, wio 2.B8.
Aktin, Kollagen, Myosin usw., oder die nativen Promotor- und Kontrollsequenzen, die normalorwelse mit dor gewinschien
Gonsequenz verbunden sind. Boispielswolse kann das Plasmid die Verstirkeroinheit des primér-frihen Hauptgens 405 Maus-
oder Human-Zytomegalovirus, die SV 40-Vorstirkeralnhelt in Kombination mit dem humanon a-Globin-Promotor und/oder
ausitzlich induzierbare Promotoren enthalten, wie 2.8. die aus don Hitzoschock- oder Metallothionein-Genon abgolcitoten
Promotoren. Bevorzugt werden Voktoren, die don Maus-Zytomegalovirus-Promotor onthalten,

Bevorzugte erfindungsgemifie Hybridvektoren sind Hybridvoktoren, dio aus dom Plasmid pUCKO oder aus dem Plasmid

pP mu-bio abgelaitot sind. Ebenfalls bevoraugt sind dio Vektoren mitden Bozoichnungon pMRAP 160, pMRP 160,, und pMRP 705,
Woitarhin betrifft die Erfindung transfornierto Wirtszallon, welche die erfindungsgemiBen Polypoptide und Derivato
exprimioran, insbesondere Wirtszollen, dio mit einem erfindungsgemtiBen Hybridvektor wransformiert sind. Solche Wirtszellon
sind genetisch stabil und kdnnen aus tiefgokihiten Kulturen durch Auftauen und erneutes Klonleren aktiviert werdan.
Beispiole gooigneter Wirte sind Mikroorganisman, die frei von oder arm an Restriktionsonzymen oder Modifikationsenzymen
sind, wio z.B. Baktorien, insbesondero Stimme von Escharichia coli, 2.B. E.coli X 1776, €, coli Y 1090, E.coliHB 101, E.coliW3110,
£.coli HB 101/LM 1035, E. coli JA221, E.coli DH5a oder £.coli K12, Bacillus subtilis, Bacillus stearothermophilus, Pseudomonas,
Haomophilus, Streptococcus und andere, sowie Hefen, 2um Baispiol Saccharomyces cerevisiae wio olwa S.erevisiae GRF 18.
Waitere gaolgnete Wirtszellen sind Zellon hoherer Organisman, insbesondere bastehendo kontinuierliche menschliche oder
tierische Zellinien, 2.8. menschliche embryonale Lungenfibroblasten L 132, Bowes-Zellen von menschlichen malignen
Melanomen, HelLa-Zallen, mit dom SV40-Virus transformierte Nierenzellon der afrikanischen griinen Moorkatze (COS-7) oder
Ovarzellen des chinesischen Hamsters (CHO).

Dio obenerwihnten Stimme von E.coli, insbesondere E. coli K12 und Ovarzollen dos chinesischen Hamsters (CHO) werden als
Wirtszollen bevorzugt.

Die Erfindung betrifft auBerdem Verlahren zur Herstellung transformiertor Wirtszellen, wobel elne goslignate Wirtszelle, wie sle
waiter oben beschrieben wurde, miteinem erfindungsgeméBen Hybridvektor transformiert wird und die transformiorten Zellen
selektiert werden.

Die Transformution von Mikroorganismen wird ausgofiihit, wie in dor Literatur beschrieben, beispielsweise fir S.cerevisiao
{A.Hinnen u.a., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 7S, 1929, 1978), fiir B.subtilis {Anag nostopoulos u.a.,J.Bacteriol. 81,741, 1961} und fiir
£.coli (M. Mandel u.a., J. Mol. Biol. 63, 159, 1970).

Dementsprechend umfalt das Transformationsverfahren fiir E.coli beispielsweise die Ca?*-Vorbehandlung der Zellen, um die
DNA-Aufnahme zu erméglichen, und die Inkubation mit dem Hydridvektor. Die nachfolgende Selektion der transformiorten
Zellon kann 2um Baispiel durch Ubertragen der Zollen auf ein selaktives Wachstumsmedium erreicht werden, das die Trannung
der transformiorten Zellen von den Eltarnzellen in Abh#ngigkeit von der Natur der Markierungssequenz dor Vektor-DNA
gestattel. Vorzugsweise wird ein Wachstumsmadium verwendet, das kein Wachstum von Zellen erlaubt, die den Vektor nicht
enthalten. Die Transformation von Hefe umfaBt beispielsweise Schritte zur enzymatischen Entfernung der Hefezellwand mit
Hilfe von Glucosidasen, die Behandlung der erhaltenen Sphéroplasten mit dom Vektor in Gegenwartvon Polyethylenglycolund
Ca?"-lonen und die Regeneration der Zellwand durch Einbettung der Sphiroplaston in Ayar. Vorzugsweise wird dor
Regenerationsagar so hergostelit, daB er die oben beschriebene Rageneration und Selektion dor transformierten Zellen
gleichzeitig zuldBt,

Die Transformation von Zellen hdheran eukaroyotischen Ursprungs, wie 2.B.von Shugotiorzellinien, wird vorzugsweise durch
Transfektion arreicht. Die Transfektion wird nach herkémmlichen Techniken ausgeftihrt, wie 2.8. durch Phosphatausféllung;
Mikroinjektion, Protoplustenfusion, Elektroporation, d.h. Einfihrung der DNA durch einen kurzen elektrischen Impuls, der
voriibergehend die Permeabilitét der Zeollmembran erhdht, oder in Gegenwart von Helferverbindungen wie '
Diethylaminoethyldextran, Dimethylsulfoxid, Glycarol oder Polyethylenglycol und dergleichen. Nach dem
Transfektionsverfahren werden transfizierte Zellen identifiziort und selektiert, 2. B. durch Kultivieren in einem selektiven Medium,
das in Abhingigkeit von der Natur des Selektionsmarkers ausgewdhlt wird, 2.B. Standardkulturmedien wie das Dulbeccosche
modifizierte Eagle-Madium (DMEM), Minimalmaedium, RPMI 1640-Medium und dergleichen, die 2.B. das entsprechende
Antibiotikum enthalten.

Die transformierten Wirtszellen werden nach dem Fachmann bekannten Methoden in einem fliissigen Medium kultiviert, das
assimilierbare Kohlenstoffquelien, 2.B. Kohlenwasserstoffe wie Glucose oder Lactose, Stickstofiquellen, z.B. Aminoséuren,
Peptide, Proteine oder ihre Zersetzungsprodukte wie Peptone, Ammoniumsalze 0. 4., und anorganischo Salze wie 2.B. Sulfate,
Phosphate und/oder Carbonate von Natrium, Kalium, Magnesium und Calcium enthiiit. Das Medium enthilt ferner zum Beispiel
wachstumsférdernde Substanzen wie Spurenslemente, etwa Eisen, Zink, Mangan und dergleichan.

Das Medium wird vorzugsweise so gewahit, daB es einen Selektionsdruck ausiibt und das Wachstum von Zellen verhindent, die
nicht transformiert worden sind oder den Hybridvektor verloren haben. So wird zum Belepiel dem Medium ein Antibiotikum
2ugesetat, wenn der Hybridvektor als Marker ein Antibiotikaresistenzgen enthiit. Wenn zum Beispiel eine Wirtszelle verwendet
wird, die in einer essentiellen Aminoséure auxotroph ist, wihrend der Hybridvektor ein Gen enthilt, das ein Enzym kodiert,
welches dan Wirtsdefekt erginzt, dannwird zur Kultivierung der transformierten Zellen ein Minimalmedium verwendet, dem die
genannte Aminosdure fehit.

Zellen hoheren eukaryotischen Ursprungs wie z.8. Séugetierzellen werden unter Gewobekulturbedingungen unter Verwendung
handelsiiblicher Medien vermehrt, 2.B. mit Dulbeccoschem modifiziertem Eagle-Medium (DMEM), Minimalmedium, RPMI
1640-Medium und dergleichen, wie oben erwahnt, die wahlweise mit wachstumsférdernden Substanzen und/oder
Saugetierseren ergénzt werden. Verfahren zur Zellkultivierung unter Gewebekulturbedingungen sind dem Fachmann gut
bekannt und umfassen die homogene Suspensionskultur, 2.B. in einem Airlift-Reaktor oder in einem Reaktor mit kontinuierlich
arbeitendem Rihrwerk, oder die Kultur vonimmobilisierten oder fixierten Zellen, 2.B. in Hohifasern, Mikrokapseln, auf Agarcse-
Mikroperlen, porésen Glasperlen, Keramikhtlsen oder anderen Mikrotriigern.
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Dio Kultivierung erfolgt nach Verfahren, die dom Fachmann bokannt sind. Dio Kulturbedingungen wio Temperatur, pH-Wart Jes
Mediums und Fermentationszeitworden so gowdhit, dafd oin maximaler Titor des erfindungsgemifen Polypeptids odor Dorivats
arziolt wird. So wird oin E.coli- odor Hofestamm vorzugsweise unter aerobon Bedingungen im Submorsverfahren kultiviert, mit
Schiitteln oder Rithren el einor Temperatur von etwa 20°C bis 40°C, vorzugswaolse bel otwa 30°C, und elneim pH-Wertvon4bis 8,
vorzugsweiso von etwa pH7, Ubor eino Dauer von 4 bls 30 Stundon, vorzugswelse so lange, bis maximalo Ausbouten des
erfindungsgemaiien Polypeptids oder Darivats orreicht wardon.

Wann die Zelldichte oinon ausreichendon Wert orreicht hat, wird die Kultur unterbrochen und das Polypeptid oder Dorivatkann
isoliert werden. Wenn dor Hybridvektor eine golgnote Sekretionssignalsequonz onthiilt, wird das Polypeptid oder Derivatvoade:
transformierten Zelle direktin das Kulturmedium abgesondert. Sonst misson dio Zollon zerxtdrt, beisplolswelise durch
Bohandlung mit einem Detergens wie SDS, NP-40, Triton oder Desoxycholsiure, mit Lysozym odor elnem #hnlich wirkenden
Enaym lysiortoder mit Ultraschall zortrimmart werden. Bol Verwendung von Hefo als Wirts-Mikroorganismus kann die Zollwand
durch enzymatischon Aufschiufd mit einer Glucosidase ontfernt wardon. Ersatzwelse oder zustitzlichkbnnenzum Aufbrechon der
Zollen machanischo Kriifto angowondet worden, wie etwa Scherkrifte (z.B. Fronch-pross, Dyno-mill 0.a.} oder Schitteln mit
Glasporlen oder Aluminiumoxid, odor abwochselndos Einfrioren, z.B. in fidssigem Stickstoff, und Auftauen, 1.8.bei 30°C bis
40°C, sowio Ultraschall.

Der Zelleniiberstand oder die Lésung, die man nach dem Zentrifugieron der nach dem Aufbrechen der Zellen gewonnenen
Mischung orhitund die Proteine, Nukleinsiuren und andere Zellbestandteilo anthiilt, wird in einer an sich bekannten Weise mit
Proteinen angeraichert, einschlioBlich der etfindungsgomiBon Polypoptide. So werden zum Boispiel dio meisten Nichtprotein-
Bestandteile durch Polyethylenimin-Behandlung entfernt und die Proteine einschlioBlich der erfindungsgemiifien Polypeptido
und Derivate werden ausgoefiilt, beispielsweise durch Séttigung der Ldsuny mit Ammoniumsulfat oder mit anderen Salzen.
Sonstwird der Zellentiberstand bzw. dasLysat untes Anwendung chromatographischor Methoden, wio weiter oben beschrieben,
direkt vorgereinigt.

Din erfindungsgomiifien Polypeptide und ihre Derivate sind niitzlich, um zu einem besseren Verstindnis der Rolle dos
mononuklearen Phagozytonsystems zu gelangen, das hoift um das lyphokine Signal und die Notur der zelluléron Reaktion
darauf in Makrophagenpopulationen zu definieren.

Aufgrund ihrer Aktivitiit als Entziindungsubertriger kénnen die etfindungsgeméfen Polypeptide und ihre Derivate zur
Beeinflussung von Entziindungsprozessen singesetat werden. Sle sind daher brauchbar fiir die Therapie chronischer
Entzundungszustinde.

AuBerdem sind die erfindungsgemiifen Polypeptide und ihre Doerivate varwendbar fir die Untersuchung, Identifiketion und
Produktion von Antagonisten, die als Medikamente goegen Entziindungen angewendet werden kbnnen.

Die Erfindung betrifft auSerdem pharmazeutische Priiparate, die sich aus einer therapeutisch wirksamen Menge eines
erfindungsgemafen Polypeptids oder Derivats und einem pharmazeutisch akzoptierbaren Triger, 2. B. einem anorganischen
oder organischen, fosten oder flissigen Triger, zusaimmensotzen.

Die erfindungsgemiBen pharmazeutischen Préparate sind Priiparate zur intostinalen, z.B. rektalen oder oralen Applikation und
vorzugsweise zur parenteralon, z.B. intranasalen, intramuskuldren, subkutanen oder intravendsen Applikation bei warmblitigen
Tieren einschlieBlich des Menschen. Je nach der beabsichtigten Applikationsmethode kénnen die pharmazeutischen Priiparate
in Form von Dosiseinheiten vorliegen, 2.B. in Form von Ampullen, Fldschchen, Zéipfchen, Dragees, Tabletten, Kapseln vder
Nasensprays in festar odor flissiger Form.

Dio 2u verabreichende Menge der therapeutisch wirksamen Verbindung hiingt vom Zustand des Patienten ab, wie2.B.dem
Kérpergewicht, der Artund Schwere der Krankheit und dem Allgemeinzustand, sowio auch von der Applikationsart, und die
Applikation erfolgt entsprechend der Einschitzung des behandelnden Arztes. Die wirksame Dosis einos erfindungsgeméfen
Folypeptids oder Derivats liegt in der GrdRenordnung von 0,001 g bis 1 g pro ::g Kérpergewicht und Tag.

Die erfindungsgeméfen pharmazeutischen Préparate enthalten d:o iiblichen anorganischen oder organischen, fosten oder
flissigen pharmazeutisch akzeptablen Trdger, wahlweise zusammen mit anderen therapoutisch wirksamen Verbindungen
und/oder Zusktzen. Es gibt bevorzugt verwendete Ldsungen oder Suspensionen dos Wirkstoffs, insbesondere Isotonische
wiiBrige Losungen oder Suspensionen, oder auch lyophilisierte Préparate, die kurz vor Gebraush In Wasser aufgeldst werdan.,
Die pharmazeutischen Priparate kénnen sterilisiart werden und/oder Konservierungsmittel, Stabilisatoren, Benetzungsmittel,
Emulgatoren, Lésungsvermittler, viskosititserhdhende Substanzen, Salze zur Regulierung dos osmotischen Drucks und/oder
Puffer sowie auch andere Proteine enthalten, zum Beispiel Humanserumalbumin oder menschliche Blutplasmapréparate.
Bevorzugt werden pharmazeutische Préparate in Form von Liposomen in wilBriger Dispersion, die eine therapeutisch wirksame
Menge eines Polypeptids oder Derivats davon enthalten. Es gibt geeignete Liposome, insbesondero solche, die eine mdglichst
homogene GréRenverteilung und einen Durchmesser von ¢a. 0,2 X 10-* bis 5,0 x 107® aufweisen und aus sinor oder mehreren
Schichten von Lipidkomponenten bestehen, 2.B. aus amphipatischen Lipiden, etwa Phospholipiden wie Lecithin, Cephalin oder
Phosphatidsiure, und wahlweise aus neutrelen Lipiden, z.B. Cholesterin, die ein waBriges Innores umschlioBen, das ein
erfindungsgemanes Polypeptid oder Derivat enthélt. Bevorzugt werden Liposome, die aus einer Mischung von synthetischem
Phosphatidylserin und Phosphatidyicholin bestehen.

Die Erfindung betrifft ferncr olyklonale und monoklonale Antikérper, die fiir dio erfindungsgeméfien Polypeptide oder fiir
Derivate gemaR der Erfindung spezifisch sind, insbosondere Antikérper, die fir MRP-160, rMRP-70 oder fiir Fragmente von
MRP-160 spezifisch sind, oder Derivate solcher Antikdrper, welche die Spezifitét des Antikdrpers, aus dem sie abgeleitet sind,
bewahren.

Polyklonale Antikdrper gem#8 der Erfindung stammen aus S#ugetieren, 2.B. aus Miusen, Ratten, Kaninchen, Eseln, Ziegen,
Schafen, Schweinen, Schimpansen oder vom Menschen, oder sie stammen aus Végeln, 2.8. vom Huhn. Bevorzugt werden
Maus-, Ratten-, Kaninchen-, Ziegen-, Schaf- oder Huhn-Antikdrper, basonders Kaninchen-Antikérper oder ihre Derivate.
Bevorzugte polyklonale Antikérper sind spezifisch fir MRP-160, fir rMRP-70 oder fiir Fragmente von MRP-160, die 12 bis 30
aufeinanderfolgende Aminosiiuren von SEQIDNO: 1 enthalten. Besonders bevorzugt werden polyklonale Antikdrper, die
spezifisch fir MRP-160, IMRP-70 oder fiir die Fragmente von MRP-160 sind, die den Aminos#uren 11891204, 1242-1255,
1409-1427 bzw. 162-177 von SEQ 1D NO:1 entsprechen. Am stérksten bevorzugt werden polyklonate Kaninchen-Antikérper, die
fiir tMRP-70 spezifisch sind.
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Bovorzugt werden monoklonale Antik8rper, die spozifisch fur die erfindungsgemifien Polypoptide oder fir Derivato gomiR dor
Erfindung sind, insbosondere monoklonale Antikdrper, dia spozifisch fir MRP-160 odor fir tMRP-70 odoer lir Fragmente von
MRP-160 sind, oder Dorivata solcher Antikdrpor. ErfindungsgemiiBe monoklonale Antikdrpor stammen aus Sdugetieren, 2.8,
aus Miusen, Ratten, oder vom Menschen, vorzugswelse aber aus Musen. Bevorzugt werden monoklonale Maus-Ai.tikdrper,
die fur tMRP-70 spezifisch sind.,

Die Spozifitat aines Antik8rpers gegenibor einem otiindungsgemiBion Polypeptid odar Derivat kenn qualitativ in einem Enzym-
Immuntest nachgowiesen werden, wobel die Reaktionsvortiefungen {Wells) ainer Mikrotitarplatte mit dem Polypeptic
ausgostrichon, dann mit den 2u priifenden Antik8rper bohandelt werden, und der gobundene Antikisrpar mit einem markierten
Antisorum gegen den Antixdrpor nachgowlosen wird. Zum Bolsplol wird dle Spezifitit eines orfindungsgemifBon monoklvnalen
Maus-Antikdrpers in einem Enzym-Immuntest vom Sandwichtyp bestimmt, bel dom dle Vertiofungen einer Mikrotiterplatte mit
ainem fir oin erfindungsgemiBes Polypaptid spozifischen polyklonalen Kaninchen-Antikdrper ausgostrichon werden, cefolgt
von dom Polypeptid selbst, dann mit dom zu prifonden Antikdrper behandelt wordon, und der gobundene mor uklonalo
Antik8rpor mit markiortom Antiserum gegen den konstantan Teil dor Maus-Antikérper nachgewlosen wird,

Derivate eines erfindungsgomiBen Antikdipors bewahron die Spozilitét des Antikdrpers, von dom sle abgeleitet sind, d. h, sie
behalten das charakteristische Bindungsmustor des Eltern-Antikdrpars bel. Belspiole fir solche Derivate sind
Antikdrperfragmonte, Konjugato der Antikdrper mit einem Enzym, ein Fluoreszonzmarker, oin Chemolumineszenzmarker, ein
Metallchelat, paramognetische Teilchon, Avidin, Biotin und dergleichen, odor radioaktiv markiarte Antikbrper,
ErfindungsgemiRo Fragmonte sind zum Belispiel die einwertigen Fragmente Fab odor Fab’ oder das zweiwortige Fragment
Flab');.

Enzyme, die fir erlindungsgemiie Antik8rperkonjugate verwendet werdon, sind zum Belispiel Mearrettichperoxidase,
alkalischo Phosphatase,  D-Galactosidase, Glucoseoxidase, Glucoamylase, Carboanhydrase, Acotylcholinesterase, Lysozym,
Malatdehydrogenase odar Glucose-6-phosphatdehydrogonase.

Zu erfindungsgemiBen AntikSrpern konjugiorte Fluoreszenzmarker kdnnen Fluores~ein, Fluoreszenziarbstoff, Rhodo-unund
dergleichen sein.

Chemolunineszenzmarker sind 2. B. Acridinester von Luminol.

In solchon Konjugaten ist der Antikdrper direkt ader iber aine Abstands- oder Vorbindungsgruppo an don Konjugationspartnor
gebunden.

Beispiale fir Metalicholatbitdner sind Ethylondiamintotrasssigsture (EDTA), Diothylontriaminpontaessigsture (DPTA), 1,4,8,11-
telraazatetradecan, 1,4,8,11-totraazatotradocan-1,4,8,11-tetracssigsture, 1-oxa-4,7,12,16-tetraazaheptadecan-4,7,12,15-
tetraossigsiure oder dergleichen.

Radioaktiv markierte erfindungsgemiBe Antikdrpor onthalten 2.B. radioaktives Jod {'7, '#¥), '), Tritium {*H), Kohlenstoff {**C),
Schwafel (**S), Yitrium (%), Technetium (*™Tc) oder dergleichen.

ErfindungsgemiBe polyklonale Antikdrper und deran Darivate wardon durch an sich bekannte Verfahren gewonnen, zum
Belspiel durch ein Verfahren, bei dem ein geeignetos Siugetier oder ain geelgnater Vogel mit einem erfindungsgeméfBon
Polypeptid oder dessen Derivat, wie z.B. mit MRP-160, rMRP-70 oder Fragmenten von MRP-160 immunisiernt wird, wahlweise in
Gegenwart eines Adjuvans; das Blutsarum des immunisierten S#ugetiers oder Eier des immunisierten Vogaels worden
gesammalt, und wenn etforderlich, werden die Antik8rper isoliert und/oder in ihro Derivate umgewandoelt,

Geeignete Siugetiere sind diejenigen, die das Antigen, d.h. das arfindungsgemiiBBe Polypeptid oder dessen Derivat, als
Fremdmolekiil earkennan, z.B. Miiuse, Ratten, Kaninchen, Esel, Ziegen, Schafe, Schweine oder Plerde. Geeignete Végel sind
Hiihner.

Dio Immunisierungswege sind unter anderem intradermale, subkutane, intramuskulire, Intraperitonealoe, Intravaskuldre und
intrakraniale Injoktionen. Da hohe Antikérpertiter erwiinscht sind, wird gewdhnlich eine Serie von Injektionen gegeben. Die
Immunisierung erfolgt 2um Beispiel durch awei, drei, vier odor mehr parenterale, d.h. intraperitoneale und/odor subkutane
Injektionen des Antigens in regelmiBigen oder unregelméBigen Absténden von einigen Tagen, 2.B. von drei bis sieben Tagen,
bis 2u mehraren Monaten, zum Beispiel vier Wochen.

Das Antigen kann fir das Immunisierungsverfahron mit Adjuvanzien vermischt werden, d. h. mit Mitteln, walche die
Immunreaktion weiter verstirken. M8gliche Adjuvanzien sind das vollsténdigo Freundsche Adjuvans (Emulsion von Minerald},
Wasser und Mykobakterienextrakten), das unvolisténdige Froundsche Adjuvans {Emulsion aus Wassor und Ol allein),
Aluminiumhydroxidgele usw.

Dei Immunantwort des Siugetiers wird vorzugsweise durch einen geelgneten Antikérpertest tberwacht, 2.B. durch einen
Enzym-lmmuntest, wie er waiter oben beschrieben wurde. Das Blut des Séugetiors wird wenige Tage, 2.B. zwei bis finf Tage
nach der letzten Injektion, gesammaelt. Ebenso wird die Immunantwort des Vogels durch Untersuchung von Eiern iiberwacht, die
einige Wochen, z.B. vier bis sechs Wochen nach dor letzten Injektion golegt werden. Die Antikérper werden nach bekannten
Verfahren isoliert. Sio warden zunichst konzentriert, zum Beisplel durch Ausfillung mit A, - moniumsulfat, Dialyse gegen
hygroskopisches Material wie Polyethylenglycol (PEG), Filtration durch selektive Membranen o.4., und wenn nétig und/oder
erwiinscht, werden die konzentrierten Antikdrper durch iibliche chromatographische Methoden gereinigt, 2. B. durch
Hydroxylapatitchromatographie, Immunoaffinitdtschromatographio, Gelfiltration, lonenaustauschchromatographie oder
Chromatographie Gber DEAE-Zellulose oder Protein A.

Fragmente der Antikérper, z.B. Fab-, Fab’- oder Flab’);-Fragmente, kénnen aus den gemiR der obigen Beschreibung
hergestellten Antikérpern nach an sich bekannten Methoden gewonnen werden, z.B. durch Aufschluf mit Enzymen wie Papain
ader Pepsin und/oder Aufspaltung von Disulfidbindunnen durch chemische Reduktion.

Konjugate von erfindungsgemaBen Antikérparn werden nach dem Fachmann bekannten Methoden hergestellt, z.B. indem ein
gemiB der obigen Beschreibung hergesteliter Antikérper in Gegenwart eines Kopplungsmittels, z.B. Glutaraldehyd, Perjodat,
N,N'-0-phenylendimaleimid, N-(m-maleimidobanzoyloxy)succinimid, N-(3-(2"-pyridyldithio}-propionoxy)-succinimid, N-ethyl-
N'-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimid oder dergleichen, zur Reaktion gebracht wird. Konjugate mit Biotin werden 2.B.
hergestellt, indem Antikérper mit einem aktiviurten Ester von Biotin, wie 2. B. Biotin-N-hydroxysuccinimidester, zur Reaktion
gebrachtwird. Konjugate mit Fluoreszenz- oder Chemolumineszenzmarkern warden in Gegenwart eines Kopplungsmittels, 2.B.
der oben aufgefiihrten, oder durch Reaktion mit einem Isothiocyanat, vorzugsweise mit Fluoresceinisothiocyanat, hergestelit.
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Antikdrper, die mit radioakt:vem Jod markiert sind, erhdiit man aus den etfindungsgomiBen Antikdrpern durch das an sich
bekannte Jodieron, zum Beisplel mit radloaktivem Natrlum- oder Kallumjodid und einem chemischen Oxldationsmittel wie 2.8.
Natriumhypachlorit, Chloramin T 0. 4. oder einem enzymatischen Oxidationsmitiel wie Lactoperoxidase oder Glucoseoxidase
und Glucose. ErfindungsgemiRe Ar .ikdrper werden belspielswelse durch Diothylentriaminpentaessigsture (DPTA):
Cholatbildung mit Yitrium gekoppelt. Mit Technetium-99m markierte Antikbrper werden durch Ligandenaustauschprozosso
hergostallt, 2.8. durch Raduktion von Pertechnat {TcO,™) mit Zinn{ll)-lonenldsung, Chelatbildung des reduzierten Technetiums
auf einer Sephadex-Siule und Einbringen der Antikérper in diese Stule, oder durch direkte Markierungsverfahren, 2.8, durch
Inkubation von Pertechnat, einem Reduktionsmittel wie SnCl,, elner Pufferldsung wie Natrium-Kaliumphthalat-Losung und der
Antikdrper.

Die erfindungsgemiBen Antikérper und deron Derivate erhiilt man durch an sich bokannte Prozesse, bol denen Zellen einer
Hybridomzellinie, welche die g -iinschten monoklonalen Antikdrpor absondern, in vitro oder in vivo vermehrt werden und,
wenn erlorderlich, die erhaltenen Antik8rper isoliort und/odar in ihre Derivate umgewandelt werden.

Die Vermehrung in vitro arfolgt In geeigneten Kulturmedien, wobei es sich um die gebriiuchlichen Standardkulturmedien
handelt, zum Baispiel Dulbaccosches modifiziertes Eagle-Medium {DMEM) oder RPMI 1640-Medium, wahlweise ergénzt durch
oin Stugetierserum, 2.B. fotales Kélberserum, oder Spurenelemento und wachstumsunterstiitzende Zusitze, 2. B. Futterzellen
wio normalo Peritonoalexsudatzollen dor Maus, Milzzellen, Knochenmark-Makrophagen, 2-Aminoethanol, Insulin, Transferrin,
Lipoprotein garinger Dichte, Oleinstiure oder dergleichen.

Die in-vitro-Produktion liefert relativ reine Antikérperpréparate und gestattet eine VergrdBerung, um grofle Mengen der
gewiinschten Antikdrper au erzougen. Verfahren zur Kultivierung von Stugetiorzellen unter Gewabekulturbedingungen sind
dem Fachmann bekannt und nmfassen die homogene Suspensionskultur, 2.B. in einem Airlift-Reaktor oder einem Reaktor mit
kontinuierlich arbeitendem Rithrwerk, odar die Kultur von immobilisierten oder fixierten Zellen, z. 8. in Hohlifasern, Mikrokapseln,
auf Agarosemikroperlen oder Keramikhilsen.

GroRe Mengen dar gewiinschten monoklonalen Antikdrper kann man auch durch Vermehrung der Zellen in vivo erhalten. Zu
diesem 2wack werden Hybridomzellen, welche die gewiinschten Antikérper produzieron, histokompatiblen S#ugetieren injiziert,
um das Wachstum von antikérperproduzierenden Tumoren zu bewirken, Wahlweiso werden die Tiere vor der Injektion mit
einem Kohlanwasserstoff vorbehandelt, insbesondere mit Mineraldlen wie Pristan (Tetramethylpentadecan). Nach einer bis drei
Wochen werden die Antikérper aus den Kérperflissigkeiten dieser Stugetioro Isoliert. Boispielsweise werden aus Balb/c-
M#usen gewonnene Hybridomzellen, welche dis gewiinschten monoklonalen Antikbrper produzieren, Balb/c-Méusen, die
wahlweise mit Pristan vorbehandelt werden, intraperitoneal injiziert und nach einer bis 2wei Wochen wird den Tieren
Aszitesfliissigkeit entnommen.

Die Isolierung, Reinigung und Derivatisierung der monoklonalen Antikdrper wird ausgefiihrt, wie oben fiir polyklonale
Antikérper beschrieben. Radioaktiv markierte monoklonale Antikérper kénnen auch hergestellt werden, indem den
Kulturmedien der in-vitro-Kuitivierung radioaktiv markierte Nihrstoffe zugesetzt werden. Solche markierten Nihrstoffe
enthalten 2.B. radioaktiven Kohlenstoff.

Die Erfindung betrifit ferner Hybridomazellinien, welche die erfindungsgemifen monoklonalen Antikdrper absondern.
Insbesondere betrifft dis Erfindung Hybridomazellinien, die Hybriden von Myelomzellen und 8-Lymphozyten eines Sdugetiers
sind, das mit sinem erfindungsgem#Ben Polypeptid oder dessen Derivat immunisiert wurde. Vorzugswaeise sind diase Zellinien
Hybriden von Maus-Myelomzellen und B-Lymphozyten einer syngenen Maus, die mit tMRP-70 immunisiert wurde.

Die erfindungsgem#Ben Hybridomzellinion sind genetisch stabil, sondern erfindungsgemife monoklonale Antikdrper mit
konstanter Spezifitst ab und kdnnen in tiefgekiihiten Kulturen gehalten und durch Auftauen und wahlweise erneute Klonierung
reakliviert werden.

Die Erfindung betrifft suRerdem ein Verfahren zur Gewinaung von Hybridomzellinien, welche die erfindungsgeméBen
monoklonalen Antikérper absondern, wobel ein geeignetes Siugetier mit einom erfindungsgem#Ben Polypeptid oder dessen
Derivatimmunisiert wird, antikérper-produzierende Zellen dieses Séugetiers mit Zellen einer kontinuterlichen Zellinie fusioniert
werden, die bei der Fusion erhaltenen Hybridzellen kloniert und Zsllklone, welche die gewiinschten monoklonalen Antikbrper
absondern, selektiert werden. .

Die Immunisierung wird ausgefiihrt, wie weiter oben fiir die Herstellung polyklonaler Antikdrper beschrieben wurde.
Antikérperproduzierende Zellen derimmunisierten S#ugetiere, vorzugswelse Lymphoidzellen wie z.B. Milzlymphozyten, die
heisplelsweise einen bis fiinf Tage nach der letzten Injektion entnommen worden, werden mit den Zellen einer kontinuierlichen
Zellinie fusioniert, d.h. mit einem sich sténdig replizierenden Zellklon, der diese Replikationsfahigkeit auf die Hybridzellen
iibertrige, die aus der Fusion entstehen. Ein Beispiel fir eine derartige Zellinie ist eine Tumorzellinie (Myelom), die nicht selbst
wirklich Immunglobuline oder deren Fragmente produziert, aber die Féhigkeit zur Produktion und Absonderung grof3er
Antikérpermengen besitzt und die ein Markierungsgen triigt, so daf} die Hybridzallen von nichtfusionierten Elternzellen durch
Selektion getrennt werden kénnen. Mehrere geeignete Myelomzellinien sind dem Fachmann bekannt. Bevorzugt werden
Myelomzellinien, denen das Enzym Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase (HGPRT) oder das Enzym Thymidinkinase
(TK) fohit und die daher in einem selektiven Kulturmedium, das Hypoxanthin, Aminopterin und Thymidin enthait (HAT-Medium),
nichtiiberleben Besonders bevorzugt werden Myslomzellenund abgeleitete Zellinien, diein HAT-Medium nicht iiberleben und
keine Immunglobuline oder deren Fragmente absondern, wie 2.B. die Zellinian P3x63Ag8.653 ader Sp2/0-Ag14.

Die Fusion erfolgt in Gegenwart eines Fusionspromotors, 2.8. des Sendai-Virus oder anderer Paramyxoviren, wahlweise in
UV-inakiivierter Form, oder chemischer Fusogene, wie 2.B. Calclumionen, uberfliichenaktiver Lipide, z.B. Lysolecithin, oder
Polysthylenglycol (PEG). Vorzugsweise werden die Myelomzellen mit einem drei- bis zwanzigfachen UberschuB von Milzzellen
aus immunisierten Saugetieren in einer Ldsung fusioniert, die etwa 30% bis etwa 60% Polyethylenglycol mit einem
Molekulargewicht zwischen 1000 und 4000 enthélt.

Nach der Fusion werden die Zellen wiederaufgeschwemint und in einem selektiven Medium kultiviert, das in Abhéngigkeit von
dem genetischen Selektionsmarker ausgowdhit wird, 2.B.in HAT-Medium. In diesem Madium iibsrleben nur Hybridomazellen, da
sie die Wachstums- und Replikationsfahigkeit in vitro der Myelom-Elternzellen mit dem Fehlen der fir das Uberlehen im HAT-
Medium wesentlichen HGPRT- oder TK-Gene kombinieren, das sic von den antikdrparproduzierenden Milzzellen der
immunisierten Sdugetiere geerbt haben.
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Geaignete Kulturmadien fiir dio Vermehrung von Hybridomzellen sind die Standardkulturmedion wie 2.B. Dulbecco ichos
modifiziortes Eagle-Medium (DMEM), Minimalmedium, RPMI 1640-Medium und dergleichen, wahlwoeise ergénat durch ein
Shugetierserum, z.B. durch 10 bis 16% fétales Kilbersorum. Vorzugswoise werdon zu Baginn des Zellwachstums unmittelbar
nach dem Fusionsschritt Futterzellen zugesetat, 2.B. normale Maus-Peritonealexsudatzellen, Milzzellen, Knochenmark-
Makrophagen oder dergleichen, um die Hybridzetlon 2u ernihren und ihr Wachstum, besonders bel niedrigen Zelldichten, durch
Bereitstellung von Wachstumsfaktoren o. 8. 2u {rdern, Wenn phagozytischo Zollen wie cum Beispiel Makrophagen oder
Monozyten verwendot worden, kénnen sie bel der Beseitigung der Triimmer von toten Myelomazellen, die nach einer
Aminopterinbehandiung stets 2u finden sind, elnen nitzlichen Dienst loisten. Die Kulturmedien werden mit selektivem Madium
erglinzt, um 2u verhindern, daB Myelomzellen die Hybridomzellen tberwuchern.

Aus den Uberstiinden der Hybridomzelikultur werden die gewiins=htan monoklonalen Antikérper ausgelesen, vorzugsweise mit
einom Enzymimmuntest oder einem Radioimmuntest. Positive Hybridomzellen werden kloniert, z.8. durch Grenzverdiinnung
oder in Welchagar, vorzugswelse zweimal oder mehrmals. Wahlwaelse erfolgt eine Passage der Hybridomazellen durch Tiere, z.B.
Miuse, mittels Intraperitonealer Injektion und Sammlung von Aszitesfliissigkeit, wodurch die Hybridomzellen stabliisiert und
ihre Wachstumselgenschaften verbessort werden. Die klonlerten Zellinien kénnen in 1. .k8mmlicher Welse eingefroren werden.
Die erfindungsgemiRen polyklonalen und monoklonalen Antikdrper oder ihre Derivate sind brauchbar fiir die qualitative und
quantitative Bestimmung der erfindungsgemiBen Polypeptide bzw. ihrer Derivate. Diase Polypeptide und Derivate sind Marker
fiir Entziindungszustéinde und gleichzeitig filr Hodgkinsche Lymphome.

Zum Beispiel kdnnen die Antikdrper oder ihre Derivate In jedem bekannten Immuntest eingesetzt werden, der auf der
Bindungswechselwirkung awischon den antigenon Determinanten der erfindungsgemaBen Polypeptide oder ihrer Derivate oder
den Markern fir Hodgkinsche Lymphame und den Paratopen der Antikdrpor beruht. Beisplele filr solche Tests sind Enzym-,
Radia-, Fluoreszenz-, Chemolumineszenz-, Immunprézipitations-, Latexagglutinations-, Himagglutinations-Immuntests und
Immunfarbung.

Die erfindungsgemiBen Antikérper konnen als solche oder in Formvon enzymkonjugierten Derivaten in einem
Enzymimmuntest eingeseotzt werden. Es kann jede bekannte Madifikation eines Enzymimmuntests vorwendet werden, 2.8. der
{homogene) Enzymimmuntest in 18slicher Phase, der (heterogene) Festphasen-Enzymimmuntest, der Einzel-Enzymimmuntest
oder dor Doppel-{Sandwich-)Enzymimmuntest mit direkter oder indirakter (kompetitiver) Bestimmung der erfindungsgeméfien
Polypeptide baw. Derivato.

Ein Beisplel fir sinen solchen Enzymimmuntast ist ein Sandwich-Enzymimmuntest, bei dom ein geeigneter Tréger, 2.8. die
Plastikoberfliche einer Mikrotiterplatte oder eines Priifrhrchens, 2. B. aus Polystyrol, Polypropylen oder Polyvinylchlorid, Glas-
oder Kunststoffperlen, Filterpapier, Dextran usw., Zelluloseazetat- oder Nitrozelluloseplatten, magnetische ioilchen oder
dergleichen durch einfache Adsorption oder wahlweise nach Aktivierung des Trigers, beispielsweise durch Glutaraldehyd oder
Bromeyan, mit einem erfindungsgemifen polyklonalen oder monoklonalen Antikérper Uberzogen werden. Es werden die
Probelésungen zugesetat, welche die erfindungsgeméBen Polypeptide oder Derivate oder Marker fiir Hodgkinsche Lymphome
enthalten, und schlieBlich polyklonale Antikdrper, die ebenfalls mit dem Antigen reagieren und enzymmarkiert sind, z.B. mit
alkalischer Phosphatase oder Meerrett..hperoxidase konjugiert. Die Menge der erfindungsgemiBen Polypeptide oder ihrer
Derivate oder der Marker fiir Hodgkinsche Lymphome in der Testlésung ist direkt proportional zur Menge dex gebundenen
polyklonalen Antikérper und wird durch Zusetzen einer Enzymsubstratlésung bestimmt, Die Reaktion mit dem Enzymsubstrat
fiihrt 2.B. 2u einer Farbiinderung, die visuell oder mit optischen MeBgeréiten beobachtet werden kann. Die enzymmarkierten
polyklonalen Antikdrper kdnnen durch erfindungsgeméBe snzymmarkierte monoklonale Antikdrper ersetzt werden, die ein
anderes Epitop des Antigens als die trigergebundenen Antikérper erkennen.

Die erfindungsgemafen Antikérper konnen als solche oder in Form von radioaktiv markierten Derivaten in einem
Radioimmuntest (RIA) eingesetzt werden. Wie oben fir Enzymimmuntests beschrieben, kann jede bekannte Modifikation eines
Radioimmuntests angewendet werden.

Die Tests warden analog 2u den oben beschriabenen Enzymimmuntests unter Verwendung einer radioaktiven Markierung, 2.8,
135 anstelle einer Enzymmarkierung ausgefiihrt. Die Menge des gebildeten Inmunkomplexes, die der in der Testldsuna
vorhandenen Menge der erfindungsgemaBen Polypeptide oder Derivate oder Marker fiir Hodgkinsche Lymphome entspricht,
wird durch Messung der Radioaktivitidt des Immunkomplexes bestimmt.

Die erfindungsgeméBen Antikdrper kdnnen als solche oder in Formi von Derivaten, die mit Chemolumineszenzmarkern
konjugiert sind, in einem Chemolumineszenz-iImmuntest eingesotzt werden. Die Tests werden analog zu den oben
beschriebenen Enzymimmuntests unter Verwendung einer Chemolumineszenzmarkierung anstelle einer Enzymmarkierung
ausgefihrt. Die Menge des gebildeten Inmunkomplexes, die der in den Testlésungen vorhandenen Menge der
erfindungsgemaRen Polypeptide oder ihrer Derivate odar der Marker fiir Hodgkinsche Lymphome entspricht, wird durch
Zusetzen einer lumineszenzausldsenden Verbindung, z.B. H;0, und NaOH, und Messung der Lichtemission mit optischen
MeRgeréten bestimmt.

Fiir die Immunfarbung werden Kryoschnitte von kiltekonserviertem Biopsiematerial oder in Paraffin eingebettete
Gewebeschnitte mit einer Losung behandelt, die einen erfindungsgem#Ben Antikérper enthilt, danach gewaschen und mit
einam zweiten Antikdrper, der eine Bindung mit dem erfindungsgem#Ben Antikdrper eingeht, entwickelt; dieser zweite
Antikorper kann durch eine radioaktive Markierung, ein mitihm konjugiertes Enzym, einen Fluoreszenzmarker oder durch Biotin
nachgewiesen werden. Sonst wird der Kryoschnitt oder das eingebettete Gewebe mit einer Lésung eines erfindungsgeméfen
Antikérper-Derivats in der oben beschriebenen Weise zur Reaktion gebracht, z.B. mit einem mit '**| radioaktiv markierten
Derivat, einem Konjugat mit einem Enzym, etwa mit Meerrettichperoxidase, alkalischer Phosphatase oder B-D-Galactosidase,
einem Konjugat mit einem Fluoreszenzmarker, etwa mit Fluorescein, oder einem Konjugat mit Biotin. Gebundene radiozktiv
markierte Antikérper werden durch Messung der Radioaktivitit der Gewebaschnitte nachgewiesen. Gebundene
Antikérperkonjugate mit Enzymen werden nach Behandlung mit einem geeigneten Enzymsubstrat nachgewiesen, vorzugsweise
mit einem Enzymsubstrat, das am Ort des Antikdrpers oder am Ort des zweiten Antikdrpers, der eine Bindung mit dem
erfindungsgemaRen Antikérper eingeht, zu einer festen Ablagerung (Firbung) filhrt. Anstelle von Antikérperkonjugaten mit
Enzymen kdnnen Antikérperkonjugate mit Biotin und eine Lésung von Avidin-Enzym-Konjugat verwendet werden, was zu einer
hoheren Enzymkonzentration am Ort des Antikérpers und damit zu einer hheren Empfindlichkeit der Immunférbungsmethode
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fihrt. Die feste Ablagerung des Enzymsubstrats wird durch Betrachtung unter dem Mikroskop oder durch Mussung der optischen
Dichte bei dor Wellonlinge der Firbung nachgewliesen. Die Fiirbung durch Antik8rparkonjugate mit Fluoreszenzmarkern wird
ebenso nachgewiesen,

Die erfindungsgemiBe Anwendung von Antikdrpern und ihren Derivaton entsprachend der obigen Beschreibung zur
Bestimmung von etfindungsgemiBen Polypeptiden oder ihren Derivatan oder von Markern fir Hodgkinsche Lymphome umiafit
auch andere Immuntests, die an sich bekannt sind, 2. B. Inmunfiuoreszonztests, Latexagglutination mit antikérperbeschichtaten
oder antigenbeschichteten Latexteilchen, Himagglutination mit antikdrperbeschichteten oder antigenbeschichteton roten
Blutk#rpurchen, Lichtextinktionstests unter Verwendung einer antikdrperbeschichteten lichtleitlaser und weitere
direktwirkende Immunsensoren, die das Bindungsereignis in ein elektrisches oder opti-chas Signal o. 4. umwandeln.

Die Erfindung betrifft auBsrdem Testsiitze 2ur qualitativen und quantitativen Bestimmung von erfindungsgemaBaon
Polypeptiden oder ihren Derivaten oder von Markern fiir Hodgkinsche Lymphome, die erfindungsgeméfe polyklonale und/oder
monoklonale Antikdrper und/oder deren Derivate und wahlweise andere polyklonale oder monoklonale Antikérper und/oder
Zusitze enthalten,

ErfindungsgemiiBe Testsétze fiir einen Enzymiummuntest oder Enzymimmunfdrbungstest enthalten z. B. einen geeigneten
Tréger, wahlweise gefriergetrocknete Losungen eines oder mehrerer polyklonaler und/oder monoklonaler Antikdrper,
wahlwaise gefriargetrocknate oder konzentrierte Lésungen eines enzym- oder biotinkonjugierten Antikérpers, Lésungen eines
Enzym-Avidin-Konjugats, falls ein biotinmarkierter Antikérper verwendet wird, Enzymsubstrat in fester oder geléster Form,
Standardlésungen eines erfindungsgeméBen Poiypeptids oder eines Derivats davon, Pufferldsungen und wahlweise
Polypeptide oder Detergenzien zur Verhinderung unspezifischer Adsorption und Aggregatbildung, Pipetten, ReaktionsgefdRe,
Eichkurven, Bedienungsanweisungen und dergleichen. Ein oder mehrere Antikdrpir des Testsatzes sind erfindungsgemiRe
Antikdrper.

Die erfindungsgeméBen Antikdrper und Artikérperdarivate kénnen zur quantitativen und qualitativen Bestimmung von
erfindungsgemaRen Polypeptiden oder ihren Derivaten eingesotzt werden. Aufgrund dor Tatsache, daB diese Polypeptide oder
Derivate Entziindungsiibertriger oder Vorliufer von Entziindungsiibertrigern sind, sind die erfindungsgemaBen Antikérper
und Antikdrperderi-ate somit fiir die einfache und zuverlissige Diagnose von Entziindungszustéinden insbesondere von
Spitallergiereaktionen brauchvar, Das Vorhandensein oder die Menge der erfindungsgemaBen Polypeptide oder ihrer Derivate
kann in biologischen Fliissigkeiten wie Humanserum, Gelenkfliissigkeit oder Plasnia, in Gewaebeschnitten und Zellen nach
diagnostischen Standardverfahren bestimmt werden, z.8. durch die oben b:schriebanen 'mmuntests, vorzugsweise durch
Enzymimmuntests.

Die Bestimmung erfindungsgemiBer Polypeptiie und ihrer Derivate kann auch zur Uberwachung der Behandlung von
Entziindungszustinden withrend der Therapie angewendet werden, da man d..r.ch ¢'¢ Messung der Konzentration der
“nlypeptide und ihrer Derivate die Effektivitat der Therapie cinschitzen kann.

Waiterhin sind die erfindungsyemiBen Antikdrper und Antikérperderivate als Antagonisten zum natiirlichen Ubertriger
varwendbar und kénnen daher zur Bekdmpfung von Entziindungsprozessen eingesatzt werden. Die erfindungsgemifen
Antik3rper und Antikdrperderivate kénnen 2ur Isolierung und Reindarstallung der erfindungsgemiRen Polypeptide oder
Derivate aus natiirlichen Quellen oder aus transformierten Wirtszellan durch Immunoaffinitdtschromatographie eingesetat
werden.

AuBerdem konnen die orfindungsgemiBen Antikérper und Antikdrperdarivate zur Lokalisierung einos Hodgkinschen
Lymphoms bei einem Patienten unter Anwendung von StrahlungsmeBverfahren eingesetzt werden. Dazu werden radioaktiv
markierte Derivate von Antikdrpern, die eine Bindung mit MRP-160, rMRP-70 oder MRP-160-Fragmenten eingehen, dom
Patienten injiziert und der Patient wird mit einem Gamma-Abbildungsdetektor in regelm#Bigen Zeitabstéinden abgetastet.
Zollen, die Marker fiir das Hodgkinsche Lymphom exprimieren, nehmen mehr radioaktive Antikorper auf als anderes Gewebe
und werden durch die Gamma-Abbildungskamera deutlich erkannt. Fir die Strahlungsmossung werden vorzugsweise mit 'l
oder mit *"™Tc markierte monoklonale Antikdrper in Mengen von 3 bis 81g verwendet, die 15 bis 30uCi pro kg Kérpergewicht
entsprechen.

Fernerkonnen die Antikdrper selbst und insbesondere ihre Derivate, wie 2. B. Konjugate mit zytotoxischen und karzinostatischen
Verbindungen zur Behandlung des Hodgkinschen Lymphoms eingesetzt werden. Die therapeutische Dosis fiir Sdugetiere liegt
zwischen etwa 10 g und 1 mg pro kg Kérpergewicht fiir die Antikérper selhst und zwischen 11g und 100 ug pro kg Kérpergowicht
fir Konjugate mit zytotoxischen Medikamenten, in Abhingigkeit vom Zustand des Patienten und von der Applikationsart,

Die Erfindung betrifft auBerdem pharmazeutische Praparate, die Antikérper enthalten, welche eine Bindung mit MRP-160,
rMRP-70 oder mit MRP-160-Fragmenten baw. Derivaten dieser Substanzen eingehen, in therapeutisch wirksamer Menge
zusammen mit einem festen oder fliissi yen, organischen oder anorganischen pharmazeutischen Triger, zur Behandlung des
Hodgkinschen Lymphoms. Geeignete pharmazeutische Préparate sind die oben beschriebenen, die jedoch erfindungsgemife
Antikdrper anstelle des Poiypeptids oder der Polypeptid-Derivate enthaiten,
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AbkQdrzungen
BSA Rinderserumalbumin
BCIP 6-bromo-4-chloro-3-indolylphasphat
CIAP alkatischo Kélberdarm-Phosphatase
dNTP Desoxyribonucleosidtriphosphai

{N = Adenin, Cytosin, Guanin oder Thymin)
oTT Dithiothreitol
FPLC schnelle Protein-Flissigkeitschromatographie
IPTG Isopropyl--O-thiogalactosid
L-Ndhrbouillon  Luria-N&hrbouillon
MAb monoklonaler Antikdrper
NBT Nitroblau-Tetrazol
oD optischo Dichte
pdN6 pNpNpNpNpNpN (N = Desoxynucleotid), zufallsverteiltes 8-meros (Ribo)adenosin-5'-triphosphat
RT Raumtemporatur
SDS Natriumdodacylsulfat
TE-Puffer Tris-EOTA-Puffer
U Einheit{en)
Belsplole

Belsplel 1 Konstruktion der Human-cDNA-Bibliotheken L 132 und MMC
1.1 Isollerung von mRNA aus humanen L 132-Zellen

1.1.1 Isollerung dor Gesamt-RNA

Ein 5-ml-Pollet von 8 x 10° L 132-Zellen {ATTC CCLS5, monschliche embryonale Lungenepithelzellen} wird in 20mi GuSCN-
Lasung, die durch ein 0,8 um-Filter passiert wurde und 4 M Guanidinisothiocyanat, 25mM Natriumacetat, pH86, sowie 120mM
B-Mercaptoathano! enthélt, aufgeldst. Nach kréftigem Schiitteln wird die DNA durch zehn aufeinanderfolgende Passagen durch
aine 22G-Nadel teilweise abgeschnitten. Die Ldsung wird in Polypropylenrdhrchen (ber drei CsCl-Polster geschichtet, die aus
4ml einer Ldsung von 5,7 M CsClin 256 mM Natriumacetat mit einem pH-Wert von 6 bestehen, und 18 Stunden lang bel 20°C mit
26000 U/min in einem TST41-Rotor (Kontron) zentrifugiert. Der Uberstand wird sorgféltig entfer t und die Pellets werden in
1,5ml 0,2% SDS wiederaufgeldst und mit 1,6mi Chloroform extrahiert. Die RNA wird aus der wiBrigen Phase durch Zusatz von
2wei Volumteilen Ethanol ausgefalit, in 1,6ml 0,2% SDS wicderaufgeldst und durch Zusetz von Natriumacetat, pHB, bis zum
Erreichen von 0,15 M sowie von zwei Volumteilen Ethanol wiederausgefilit,

1.1.2 Isclierung der mMRNA

Das RNA-Pellet, das 14mg Gesamt-RNA enthlt, wird in 5mi Elutionspuffer (10mM Tris-HCI, pH?7,5; 1 MM EDTA und 0,2% SDS)
aufgeldst, 2 Minuten lang auf 85°C erhitzt und schnell auf Raumtemperatur abgekiihit, Nach Zusatzvon 0,56m!5M NaClwird dis
L3sung dreimal einer Saule mit 0,5g Oligo-dT-Zellulose (Typ 7, Pharmacia) zugeliihrt, die in Waschpufferlésung (0,5 M NaCl,
10mM Tris-HCI, pH7,5; 1 mM EDTA und 0,2% SDS) 8quilibriert wurde, Nach dem Waschen der SHule mit 15ml
Waschpufferldsung wird die gebundens RNA in 4 ml Elutionspuffer eluiert. Das elulerte Material wird zwel Minuten lang auf 65°C
erhitzt, auf 0,5M NaCl eingestellt und erneut der wieder dquilibrierten Séule zugefihrt (dreimal). Nach dem Waschen mit 16ml
Waschpufferldsung wird die mRNA in 4ml Elutionspuffer aus der Saule eluiert und nach Zugabe von 0,25m! 3M Natriumacetat,
pH6und 10m Ethanol iiber Nacht bei —20°C ausgefalit. Der Niederschlag (275 pg) wird durch Zentrifugation {15minbei 16000g)
gesammelt, in 0,4m] H,0 aufgeldst und durch Zusatz von 26 ul Natriumacetat (3M, pH6) und 1 ml Ethanol ausgefélit. Nach
zehnminiitigem Abschrecken in Trockenels wird die RNA durch finfminditige Zentrifugation in einer Eppendorf-Zentrifuge
gesammelt. Das Pellet wird an der Luft getrocknet und in 2761 H,0 wiederaufgeldst.

1.2 Synthese doppelstrénglger cDNA zur Klonlerung im Bakteriophagen Lambda gt 11

Zunichst wird unter Verwendung der mRNA L 132 aus Beispiel 1.1.2 oder der RNA von einkernigen Leukozyten aus peripherem
menschlichem Blut (MNC; hergestelit entsprechend dor Beschreibung in der Europaischen PA 0263072) als Matrizen
einzelstringige cDNA synthetisiert. Zwei 10pg-Proben der L 132 mRNA oder 2019 MNC-RNA werden oino Stunde lang bei 43°C
in jeweils 50l Lsung inkubiert, die 100 mM Tris-HC1 (pH8,3; gemessen bei 43°C), 10mM MgCl;, 140 mMKCI,10mMDTT tmM
von jedem dNTP, 100 pg/m! Oligo-dT {17-18) (Pharmacia), 30U RNasin™ (Promega Biotech), 40U AMV-Umkehrtranskriptase
{Genofit) und 6uCi a-**P-dCTP (300Ci/mmol). Nach Vereinigung der belden entsprechenden Proben werden die RNA-DNA-
Hybridmolekiile wie folgt zuriickyewonnen: die Probe wird auf eine Molarit4t von 20mM in EDTA {pH7,5) und auf 0,2% in SDS
aingestalit, mit einem gleichen Volumen Phenol-Chloroform extrahiert (1:1, #quilibriert mit TNE: 100mM NaCl, 10mM Tris-HCI,
pH8,0; 1mM EDTA) und in eine 1,5-mI-Siule mit Sepharose-4B (Pharmacia, #quilibriert in TNE mit einem Gehalt von 300 mM
NaCl! [insgesamt]) singefiilit. Nach dem Auswaschen der Siule mit der gleichen Pufferldsung werden die Fraktionen, die
mindestens 90% des Materials enthalten (beurteilt nach dem eingebauten *2P) miteinander kombiniert (4-5 X 50ul), und zwei
Volumteile Ethanol werden zugesetzt. Nach zehnminiitigem Abschrecken in Trockeneis wird der Niederschlag durch
finfminitiges Zentrifugieren in einer Eppendorf-Zantrifuge zuriickgewonnen, mit 0,1 ml 70%igem Ethanol gewaschen und an
der Luft getrocknet. Die RNA-DNA-Hybriden werden nochmals, wie oben beschrieben, eine Stunde leng bei 43°C in einer
50yu0-Reaktion unter Weglassung des Oligo-dT inkubiert. Das Reaktionsgemisch wird dann in EDTA auf 20mM eingestelitundes
werden 3,81 1N NaOH zugesetzt. Dann wird das Reaktionsgemisch 20 Minuten lang bei 75°C inkubiert, abgekihit, durch Zusatz
von 2511 1 M Tris-HCI, pH8, und 6yl 1N HCl neutralisiert und die einzolstréngige cONA wird zuriickgewonnen, wie oben fir die
RNA-DNA-Hybriden beschrieben.
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Zur Synthese des zwaoiten Strangs werden 5 g oinzelstriingige cDNA 30 Minuten lang bel 37°C in 100l Pufferldsung inkublert,
dio 33mM Tris-Acetat, pH7,9; 66 mM Kaliumacetat, 16mM Magnesiumacetat, 0,6mM DTT, 1 mg/ml BSA (Pentax-Fraktion V,
Calbiochem), 10ng/ml pdN6 (Pharmacia), 1 mM von jedem dNTP, 10uCi a-*P-dCTP (3000Ci/mmol) und 500U/ml T4 DNA-
Polymerase (FPLC-rein, Pharmacia) enthiilt. Die doppolstriingige cDNA wird 2uriickgowonnen, wie oben fir die RNA-DNA-
Hybriden beschriebon,

Im niichsten Schritt wird die cONA mit S 1-Nukleaso nach dem Im folgenden beschriebenen Varfahren aufgeschlossen. 8ug
cDNA werdon 5 Mi wten lang bel 37°C in 60 il einer Losung inkubiert, die 200mM NaCl, 50mM Natriumacotat, pH4,5; 1 mM
ZnSO, und 0,5% Glycorol enthiit. 2,5U S 1-Nukleasa (Pharmacia) warden zugesetzt und die Inkubation wird 10 Minuten lang
fortgosetat. Die DNA wird auriickgewonnen, wio weitor oben fiir die RNA-DNA-Hybriden beschrioben.

Dann wird eino EcoRI-Methylierung wioe folgt ausgefiihrt. 4pg doppelstringige cONA werden 20 Minuten lang bei 37°C in 50l
L.8sung inkubiert, die 100mM Tris-HCI, pH8, 5mM EDTA, 0,4mg/ml BSA (Pentax-Fraktion V, Calbiochem), 15uM
S-Adenosylmethionin {Biolabs) und 100U EcoRI-Methylase (Promega Biotech) enthiit. Die Reaktion durch eine zehnminitige
Inkubation bei 85°C gestoppt. Nach Zusatz von 41 0,5M EDTA, 100 TNE und 1l 20%igem SDS wird die Lésung mit Phenol-
Chloroform extrahiert und die DNA wird, wie oben beschrieben, durch Ethanolausféllung zuriickgewonnen.

Zur Bohandlung mit T-1-Polymerase (Boehringer) werden 3pg cDNA 16 Minuten lang bei 37°C in 50 ul einer L&sung inkublert, wie
sio obon fiir die Synthese des 2weiten Strangs beschrieben wurde, jedach ohne pdN8, und die DNA wird zuriickgewonnen, wie
oben fiir die RNA-DNA-Hybriden beschrieben.

Dann werden synthetische Oligonukleotid-Linker mit T4-Ligase an die stumpfen Enden der DNA-Fragmente ligiert, wie im
folgenden beschrieben. 2,5ug cDNA werdan tibar Nacht bei 15°C in 30ui L8sung inkubiert, die 20mM Tris-HCI, pH7,8, 10mM
MgCl;, 1mMOTT, 1mM rATP, 3A; U/mi EcoRi-Linker (pCCGGAATTCCGG, Biolabs) und 800U T 4-Ligase (Biolabs) enthiilt. Die
Reaktion wird durch eine zehnminditige Inkubation bei 65°C gestoppt. Nach Zusatz von 604 H,0 werden 10l einer Ldsung
z2ugesetat, die 1 M NaCl, 0,5 M Tris-HCI, pH7,5, 0,1 M MgCl;, 10mM DTT und 50U EcoRl (Boehringer) enthalt, und das
Reaktionsgemisch wird drei Stunden lang bei 37°C inkubiert. Die cDNA wird zuriickgewonnen, wio fiir RNA-DNA-Hybriden
beschrieben, auer daB nach der Ausfallung mit Ethanol die DNA nochmals auf siner zweiten Sepharose 4 B-Séule
chromatographiert wird,

1.3 Klonlorung von cDNA In LAMBDA gt11

Jo 25ng dor cONAs L132 und MNC von Beispial 1.2 werden {iber Nacht bei 15°C an 0,519 dephosphorylierte, mit EcoRl
aufgeschlossene LAMBDA gt 11-Arme {Promega Biotech} in 10ul Ldsung ligiert, die 20mM Tris-HCI, pH7,8, 10mM MgCl,, 1 mM
DTT, 1 mM rATP und 400U T4-Ligase {Biolabs) enthilt.

Die ligierten DNAs werden unter Verwendung von Gigapack Gold™ Verpackungsextrakten (Stratagene) verpackt und zwei
Stunden lang bei 20°C inkubiert, wie vom Hersteller beschrieben. 0,5ml SM-Puffer (Phagenverdinnungspuffer, der aus 100mM
NaCl, 50mM Tris-HCI, pH7,5; 8mM MgSOy, 0,01 % Gelatine besteht} und 20 l Chloroform werden zugesetat und die
Phagensuspension wird bei 4°C gelagert.

Zur Priparation kompetenter Zellen, die mit Lambda gt 11 transformiert werden kénnon, worden 2ml einer (iber Nacht
angesetzten Kultur von E, coli Y 1030 (Promega Biotech) einer Menge von 200 mi TY-Medium (8g/! Trypton, 5g/l Hefcextrakt,
2,5g/1 NaCl) zugesetzt, das mit 0,2% Maltose und 50pug/mi Ampicillin ergénat wurde, und bei 37°C inkubiert. Wenn die ODgpo
eine 1 Wart von 0,7 erreicht, werden die Zellen durch Zentrifugation gesammelt und in 50m! 60mM MgSO,
wiederaufgeschwemmt.

10pl Reihenverdiinnungen der oben beschiiebenen Phagensuspension werden 100l einer Suspension von kompotenten

Y 1090-Zellen zugesetat, 30 Minuten lang bei 37°C inkubiert, siner Menge von 4ml gaschmolzenem Top-Agar (55°C) zugesetat,
der 20l einer Lésung von 20mg/miIPTG in H,0 und 20 pl einer Lésung von 20mg/ml Blu-gal™ (BRL)in N,N-Dimethylformamid
enthilt, und auf TY-Platten ausgestrichen, Nach einer Inkubation tiber Nacht bei 37°C wird der Titer fur die Phagensuspension,
die L132-cDNA enthiilt, zu 107/ml berechnet; 4% davon sind Wildtyp-Phagen. Der Titer fiir die Phagensuspension, welche die
ainkernige Leukozyten-cDNA anthélt, wird zu 2 x 10% berechnet, wovon 30% zum Wildtyp gehdren.

Beisplel 2 Auslese von cDNA, die das Molekdl kodiert, das mit dam monoklonalen Antikd:per 1C5 reaglert, aus Lambda-gt11-
Maus- und -Human-cDNA-Expressionsbibliotheken
Eine cDNA-Bibliothek von linolsdureinduzierten Maus-Peritonealmakrophagen (ML 10058) und eine cDNA-Bibliothek von
nichtinduzierten humanen U937-Zellan (HL 1029B), die beide Lambda-gt 11-Expressionsbibliotheken sind und von der Firma
Genofit erworben wurden, werden unter Anwendung einer Inmunoperoxidasetechnik gesichtet. Die Sichtung erfolgt, um die
¢DNA zu identifizieren, die das Molekiil kodiert, das eine Bindung mit dem monoklonalen Antikdrper 1C5 (MAD 1C5) eingeht.
Dieser monoklonale Antikdrper wird in der Europsischen PA 06162812 beschrieben. Er wird von der Maus-Hybridomazellinie mit
der Bezeichnung 1C5 (CNCM-Hinterlegungsnummer 1-316) produziert und ist spezifisch fiir einen humanen
Makrophagenmigrationshemmfaktor (MIF).
Die cDNA-Bibliotheken werden auf einen Titer von 2 x 10° Phagen pro ml eingestellt, im Verhéltnis 1:1000 mit SM-Puffer
verdiinnt, und fiir jede Bibliothek werden zehn aliquote Teile (20 1) 20 Minuten lang bei Raumtemperatur mit zehn aliquoten
Teilen (1mi} einer Susper .ion kompetenter Y 1090-Zellen aus Beispiel 1.3 inkubiert. 10ml geschmolzener TY-Top-Agar (60°C)
werden jeder Probe 2ugesetat, die auf 15cm TY-Agarplatten ausgestrichen wird. Nach 10 Minutzn werden die Platten 3,5 Stunden
lang bei 42°C inkubiert,
Bei Raumtemperatur wird eine 0,45 pm-Nitrozellulosemembran (Schleicher und Schuell) aufjedo Platte aufgosetat, die man sich
anfeuchten 148t und dreimal mit einem Fliissigkeitsfilm von 1,35g/1 IPTG in H,0 einspriiht. Nach 10 Minuten werden die Platten
3,5 Stunden lang bei 37°C inkubiert. Nach Positionsmarkierung werden die Filter in TBST-Pufferldsung (150 mM NaCl, 10mM
Tris-HCI, pH8, und 0,05 % Tween® 20) gespiilt, anschlieBend 30 Minuten lang bei Raumtemperatur inder gleichen Pufferlosung,
die mit 1% entfettetem Milchpulver erganat wird, langsam hin- und herbewaegt, und nochmalsin TBST-Pufferlosung gespiilt.



-17- 298 948

Die 2 x 10-Filtor warden tiber Nacht bei Raumtemperatur langsam in 2 x 200ml TBST-Pufferldsung hin- und herbowegt, die mit
1% entfottotem Milchpulver und 20mg/ml MAb 1CB erglinzt wurde. Die Filtor wurden dreimal 16 Minuten lang mit TBST
gowaschen und 30 Minuten lang bel Raumtomperatur mit 2 x 200 m! alkalischer Phosphatase konjugiertom Ziegen-Anti-Maus-
1gG (Dianova) inkubiert, das im Verh#ltnis 1:25600 mit TBST, ergnzt mit 1% entfottetem Milchpulver, verdinnt ist. Die Filter
werden dreimal 16 Minuten lang mit TBST gewaschon.

Die Filter werden durch Zusatz einas Farbreagens entwickelt, das die folgende Zusammensetzung hat: 100mM Tris-HCI, pH9,5;
100mM NaCl, 5mM MgCl,, 0,5% einer L8sung von 76 mg/ml NBT (Biorad) in 70%igem Dimethylformamid und 0,33% oiner
Lésung von 50mg/ml BCIP (Biorad) in 100%igem Dimethylformamid. Pro Filter werdon 10 mi Farbreagens zugesotat, und man
148t die Reaktion bei Raumtemperatur ablaufen, bis deutliche Signale aufgetreten sind (bis zu 4 Stunden), wonach die Reaktion
gestoppt wird, indem die Filter in eine Ldsung gebracht werdon, dio 20mM Tris-HCI, pH8, und 5mM EDTA enthilt,

Positive Plaques werden gesammelt und eine Stunde lang bei Raumtemperatur in 1m1 SM-Pufferlésung geschiittelt, die 20l
Chioroform enthalt. Reihenverdiinnungen in SM werden, wie oben beschrieben, ausgestrichen und mit MAb 1C5 ausgelesen.
Der ProzeB wird solange wiaderholt, bis alle Plaques positiv reagieren. Aus Jecier cDNA-Bibliothek werden zwel positive Plaquos
isoliert: M9 und M 10 aus der Maus-Bibliothek ML 1005 B, und H31 sowle H35 aus der Human-Bibliothek HL10298.

Boisplel 3 Isolierung von cDNA-Einschiben der rekombinanten Phagen-DNA M9, M 10, H31 und H35

3.1 Isolierung der rekombinanten Phagen-DNA

100! der Phagensuspensionen von Beispiel 2 und eino Suspension kompetenter Y 1080-Zellen von Beisplel 1.3 werden
vermischt, 20 Minuten lang bei Raumtemperatur stehengelasson und siner Mengo von 100m! TY-Medium zugesetzt, das mit
10mM MgSO, erglinat ist. Nachdem die Mischung Gber Nacht in einem 1-I-Kolben bei 37°C mit 250U/min geschiittalt wurde,
worden 1mi Chloroform und 100ug RNase A zugesetzt. Nach 30 min bei Raumtemperatur wird NaCl zugusetzt, so 1aB eino
Molaritétvon 1 M erreicht wird, und nach 1h auf Eis wird die Lésung durch Zentrifugieren {20min bei 2000 U/minin ainem H6000
Sorvall-Rotor) gekldrt. Dem Uberstand wird Polyethylenglykol 6000 zugesetzt, so daB sich eine Endkonzontration von 10 ergibt,
die Mischung wird 1h lang auf Eis stehengelassen und der Phage wird durch Zentrifugieren {20 min bei 3000U/min in einem
H60C0 Sorvall-Rotor) pelletiert. Das Phagenpellet wird in 2ml SM-Pufferldsung, die mit 100pg RNase Aund 50 ug DNasel ergéinat
ist, wiederaufgeschwemmt, Nach 30 min bei Raumtemperatur wird die Lésung mit Ami Chloroform extrahiert und anschlieBend
zentrifugiert {5 min bei 1500g). Die wiBrige Phase wird auf 10mM EDTA, 0,1% SDS und 200pg Pronase eingostellt, bel
Raumtempaeratur 15 Minuten lang stehengetassen und mit 4 ml Chloroform extrahiert und anschlieBend zentrifugiert (5 min bel
15009). Die wiirige Phase wird auf 0,56M NaC'O, und 33% 2-Propanol eingestelit. Nach 1 h auf Eis wird die DNA durch
Zentrifugation {10 min bei 10000g) zuriickgewonnen. Die DNA wird in 2001 TE (10 mM Tris-HCI, pH8,0; 1mM EDTA) aufgeldst
und durch Zusatz von 200 1l §M Ammoniumacetat und 0,8 mi 2-Propanol, gefolgt von einer Zentrifugation (Y0 min bei 10000g)
wiederausgefallt. Nach Waschen mit 70%igem Ethanol wird die DNA in 200l TE aufgeldst,

3.2 Isolierung von cDNA-Einschiiben

10119 Phagen-DNA werden 1h lang bei 37°C in 100 i Lésung aufgeschiossen, die 100mM NaCl, 50 mM Tris-HCI, 10mM MgClI2,
1mMDTT und 50U EcoRl enthiilt. Die cDNA-Einschilbe werden durch priparative Agarossgelelektrophorese mit anschlieBender
Elektroelution isoliert. Die GrdBen der rekombinanten Phagen-DNA-Einschiibe M9, M10, H31 und H 36 von Beispiel 2 ergebon
sich alle mit 2,3kb.

3.3 Subklonierung der isolierten cDNA-Einschiibe

Die EcoR! cONA-Einschiibe werden in den Vektor pBLUKSP™ (Strategene) subkloniert, wobei bestehenda Verfahren
angewendet werden (T. Maniatis u.a., ,Molecular cloning, a laboratory manual* [Molakulare Klonierung, ein Laborhandbuch],
Cold Spring Harbor Laboratory, 1982).

Balsplel 4 Identifikation der gewlinschten cDNA-Sequenzen in den Human-Lambda-gt 11-cDNA-Bibliotheken L 132 und MNC
durch Kreuzhybridisierung
Die cDNA, die das Molekiil kodiert, uas mit dem MAb 1C5 reagiert, wird in den monschlichen Lambda-gt 11-cDNA-Bibliotheken
L 132 und MNC von Baispiel 1.3 durch sukzessive Auslese unter Verwendung von MAD 1C5, der cONA-Einschiibe von Beispiel 3.2
und ihrer Teilfragmente identifiziert.
Je 5 x 10° Plaques aus den cDNA-Bihliotheken L 132 und MNC {konstruiert entsprechend der Beschreibung in Beispiel 1.3), den
handeslsiiblichen cDNA-Bibliotheken ML 10058 und HL 1029 B (Beispiel 2) und der nichtinduzierten, aus menschlichen
Leukamiezellen abgeleiteten HL 60-Bibliothek HL 1020 B {Genofit) werden auf zehn 15-cm-Platten ausgestrichen, wis oben in
Beispiel 1.3 beschrieben, jedoch unter Weglassung von IPTG und Blu-gal™, Aus jeder Platte werden nach feststehenden
Verfahren (T. Maniatis u.a., ,Molecular cloning, alaboratory manual” [Molekulare Klonierung, ein Laborhandbuch], Cold Spring
Harbor Laboratory, 1982) zwei Replika-Filter hergestelit (NEF-378 A, NEN). Mit den in Tabelle 1 weiter unten aufgefiihrten
radioaktiv markierten Sonden werden mehrere Hybridisierungen ausgefihrt, wie im folgenden beschrieben.
Das Hybridisierungsverfahren wird wie folgt ausgefihrt. Die Filter worden zwei Siunden lang bei 55°C in einer Lésung (10ml/
Filter) vorhybridisiert, die 2x Denhardtsche Lésung, 6x SSC (physiologische Kochsalzlésung-Natriumcitrat-Puffer, siche
T. Maniatis u.a., ebenda), 0,2% SDS und 50pg/ml denaturierte Kalbsthymus DNA enthilt. Die Hybridisierung wird Giber Nacht
bei 65°C in der gleichen Lésung durchgefiihrt, welche die hitzedenaturierte oligo-markierte cDNA-Sonde (3-6x 10%dpm pro
Filter gem4R der untenstehenden Tabelle 1 enthilt, Die Oligo-Markierung der entsprechenden cDNA-Fragmente wird wie folgt
durchgefihrt: 0,1ug DNA in 13ul werden § Minuten lang aur 95°C gebracht, abgekiihit und kurz zentrifugiert. Nach Zugabe von 2yl
10x NT-Puffer (0,5M Tris-HCI, pH7,2,0,1M MgSO,, 1mM DTT und 0,5mg/mi BSA {Pentax-Fraktion V, Calbiochem}), 1pl einer
Losung, die jeweisl 20m dGTP, dTTP und dATP, 3l a-2P-dCTP (10mCi/ml, 3000Ci/mmol), 1! pdN6 (1 mg/ml, Pharmacia) und
1 ul DNA-Polymerase 1 {5U/pl, Boehringer) enthilt, wird die Mischung 30 Minuten lang bei 37°C inkubiert. Die markierte DNA (5%
10® dpm/jug) wird 2uriickgewonnen, wie in Beispiel 1.2 fiir RNA-DNA-Hybriden beschrieben. Nach der Hybridisierung werden die
Filter 15 Minuten lang bei 65°C in den folgenden, 2weimal gewechselten Lésungen gewaschen: 2x SSC, 0,2%
SDS; 1% SSC,0,2% SDS und 0,5x SSC,0,2% SDS. Positive Plaques werden durch Autoradiographie sichtbar gemacht.
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Die bel den Hybridisierungsexperimenten in den einzelnon Bibliotheken identifizierten cONA-Subfragmente sind in der
folgenden Tabelle 1 aufgefiihrt, Von jedom Sonden-cDNA-Fragment sind der Name ues Klons sowie der rolative
niherungsweise Ort der Sequenz von MRP-160 angegeben (siohe Belsplel 6.2).

Tabelle 1: cDNA-Klone, die zur Hybridislerung verwendet werden

2urldentifikation des Bozelchnung des injeder cONA-Bibliothek identifizierton cDNA-Subfragments
cONA-Subfragments
verwendete Sonde/Ort ML1005B HL10208 HL10298 L132 MNC

1C5H M9,M10 H31,H35

M 10-Einschub M10.1 H25 (H35)*

3500-5800

M10.1kleines H23 H12

EcoRl-Fragment

3020-3500

H 23 Hindlli- H70 HB7,H69
EcoRI-Fragment

3750-4710

H23Pstl-EcoRlI- H4,H5

Fragment

2735-3275

H4 EcoRI-Kpnl- L4,L7
Fragment

140-1170

pMRP-160 Bglil- N2,N3
Fragment

1-1160

pMRP-160 Bglll- N1,N10
Fragment

3670-4720

* Reiner Phage ausgestrichen.
Belsplel 5 Isolierung und Bastimmung von Nukleotidsequenzen der Qberlappenden ¢cDNA-Subfragmonte

5.1 Plaque-Reinigung

Positive Plaques, die durch Plaque-Hybridisierung gemif der Beschreibung in Belspiel 4 identifiziert wurden, werden
gesammaelt, und Reihenverdiinnungen werden ausgestrichen, wie weiter oben in den Beispielen 1.3 und 2 beschrieben. Der
Reinigungszyklus wird so lange wiederholt, bis alle Plaques positiv sind. Es wird Phagen-DNA prépariert und die cDNA-
Einschiibe {siehe Tabelle 1) werden isoliert und subkloniert, wie weiter oben in Beispiel 3 beschrieben.

5.2 Sequenzbestimmung

Die Restriktionsenzymanalyse der cONA-Subfragmente wird unter Anwendung von Standardverfahren durchgefihrt. Passende
Restriktionsfragmente aus den cDNA-Subfragmenten sind in den Vektoren pBLUSCRIPT™ bzw. pUCKO kloniert (K. Odink u.a.,
Nature 330, 80, 1987).

Die ¢cDNA-Sequenzbestimmung wird nach der Didesoxy-Nukeotid-Kettenabbruchreaktionsmethode unter Verwendung von
doppelstrangiger DNA und des Sequenase™-Satzes und -Protokolls durchaefiihrt (United States Biochemical; M. Haltiner u.a.,
Nucl. Acids Res. 13, 1015, 1985). Universelle Starter werden von Stratagene bezogen. Fiir den internen Start und
Sequenznachweis werden die in Tabella 2 aufgefiihrten Starter synthetisiert {Y. lke u.a., Nucl. Acid Research 11 477, 1983), Die
Sequenzwirdin beiden Richtungen bestimmt, und wenn in der Sequenzstrategie Restriktionsstellen verwendet werden, werden
sie unter Verwendung der Gberlappenden Fragmente und internen Starter von Tabelle 2 bestitigt.

Tabelle 2: Zur Sequenzierung verwendete Oligonuklootid-Starter

1. HU263s ACTCCATCATCTGAGAC
2. HO310r ACTCGAAAGTCATCCAC
3. HO800r ATGCTGGCCGTAGAAGT
4. HO621s CCTTCAAACATCCCTCA
5. B0793s TGGTGGCACTAAGGCTG
6. B086Sr CACGCCACACCACTCCC
7. HO0883s GAAGAATGATGGCGCTG
8. H0300r CAGCGCCATCATTCTTC
9. B1190s TCCAGGAGGCCCTGAAG
10. H1450r AGGTCCTCAACCTTCCT
11. H1601s GGTGGCTACAGTTTCAG
12, H1650r¢ GGTCTTTCTCCAGTTCC
13. B1782r GCTTCTAGCTTTTCTTG
14. B1855s GAAGGAGATAAAGGCTC

16. H2053s GAGACGGCAGAATTTGC
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16. H2379s ACATCACAGCTCAAGGC
17, H2613r TTTAATCTGTTTCTCAG
18. H2610s AGTGAAAGAGACTITGG
19. H2884s ATGTCAGGAGATAACTC
20. H3111s GAAATTGTCGGACCTGG
21. H3167s GCCAGGTATGAGAGAGC
22. H34765s ATGTGGAAGAGCTGAAC
23. H3492¢ GTTCAGCTCTTCCACAT
24, B3606r ACTTCTGAGCTGCTGCC
25. H3731s CCAAGTTCATAAAAGAC
26. HA1r CCACCTTCATCTTGAGG
27. H4200s CAGTCCAAGAAGAAACC
28. HA4250r TCTGTGTCGTGGAGATC
29. H4400s CCTCCAGTGGAGAACTG
30. pUCKOr CAGTGAGCGAGGAAGCG

Die Zahl gibt den ungefdhren Ort auf der Sequenz von MRP-160 an (siehe SEQ 1D NO:1). Ein H bedeutet, daB das Oligonukleotid
auf der Humansequenz vorausgesagt wird, ein B bedeutet, daB das Oligonukleotid sowoh! auf der Human- als auch auf der
Maus-Sequenz startot. Einige Oligonukleotide passen nichtvollsténdig in die MRP-160-Sequonz. Nummer 30 ist ein universeller
Starter fir pUCKO.

Die cDNA von 6kb Liinge kodiert ein Vorlduferprotein von ca. 160kD (1D =1 Dalton = 1,860 x 10~ kg) mit der Bezoichnung
MRP-160. Die vollsténdige Sequenz dor cONA MRP-160 und die vorausgesagte Aminosturesequenz sind in SEQID NO: 1
dargestollt, Es erwaist sich, daB eine Sequanz von 105 Nukleotiden, die wahrscheinlich ein Exon représantiert, in denKlonen H5
und N2 fohit. Die Positionen der cDNA-Subfragmente von Baispiel 4 auf der MRP-160-Sequonz sind in Tabelle 3 angegeban.

Tabelle 3: Positionen der Qberlappenden cDNA-Subfragmente

c¢DNA-Subfragment Position auf MPR-160
H4 140-3330
H5 1280-3680
H23 2740-4720
H70 3580~-5830
L4 1-*

LS 1-*

L7 400-3640
N3 1-2000"*
N2 7-3050
N10 2229-5822
N1 4005-5852

* abweichende 3'-Enden; vollstdndige Sequanz nicht bekannt
** gxaktes 3'-Ende nicht bekannt

Bels plel 8 Konstruktion von pMRP160

Ein Hybridvektc - der die MRP-160 kodiorende DNA enthilt, wird wie folgt konstruiert.

54g des Vektors pUCKO werden mit EcoRi aufgeschlossen, mit CIAP dephosphoryliert und durch Agaroscelektrophorese und
Elektroelution gereinigt (Fragment a). 5pg des cDNA-Subfragments H23 werden mit EcoRl und Pstl aufgeschlossen. Das 1,4-kb-
Fragment, welches das C-Ende von MRP-160 kodiert, wird durch Agarosegelelektrophorese und Elektroelution gereinigt
(Fragment b). 5 g des cONA-Subfragments L7 werden mit Pstl und Kpnl aufgeschlossen. Das 2,1-kb-Fragment, das den Mittalte’s
von MRP-160 koaiert, wird durch Agarosegelslektrophorese und Elektroelution gereinigt (Fragment c). 5pg des cDNA-
Subfragments L4 werden mit EcoRl und Kpnl sufgeschlossen, und das 1,2-kb-Fragment, das den N-tarminalen Teil von MRP-160
kodiert, wird durch Agarosegelelekirophorese und Elektroelution gereinigt (Fragment d).

0,1pg der Fragmente a und ¢ und 0,059 der Fragmente b und d werden ligiert und in kompetente DH5a-Zellen (Gibco)
transformiert, Die rekombinante DNA wird isoliert und durch Restriktionsanalyse analysiert. Ein Plasmid, das ein 4,7-kb-EcoRl-
Fragment sowie 1,2- und 3,5-kb-EcoRI-Kpnl-Fragmente und 0,5- und 2,7-kb-Pstl-EcoRI-Fragmente liefert, wird mit pMRP160
bezeichnet.

die Sequenz des MRP-160-kodierenden Bereichs wird durch Sequenzanalyse unter Verwendung von Oligonukleotid-Startern
gemiR der obigen Beschreiburg bestétigt.

Belsplel 7 Konstruktion von pMRP70p

Ein Hybridvektor, der den kodierenden Teil der DNA des H23-Subfragments enthiilt, wird wie folgt konstruiert.

Subklone des H23-cDNA-Einschubs ind pBLUKSP™ werden durch Restriktionsanalyse analysiert. Ein Klon, der ein 1,2-kb-Xhol-
Fragment liefert, wird mit pH23 bezeichnet.

10pug von pH23 werden mit Hincll aufgeschlossen und mit Klenow-Polymerase repariert. Das 1,8-kb-Fragment, das den
kodierenden Teil von H23 sowie 33 Nukleotide eines Linkers enthélt, wird durch Agarosegelelektrophorese und Elektroelution
isoliert {Fragment a). 10pg des Vektors pPmu-bio (bezogen von Biogen, abgelsitet aus pP.muSMCori [G.Buell u.a., Nucl. Acids
Research 13, 1923, 1985) durch Austausch des Ncol-HindIl-Fragments durch den pUCY-Polylinker) werden mit Ncol
aufgeschlossen. Die klebrigen Enden werden mit Klenow-Polymerase aufgefillt und die DNA wird mit CIAP dephosphoryliert.
Der 3-kb-Vektor wird durch Agarosegelelektrophorese und Elektroelution isoliert (Fragment b).
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0,14g dor Fragmente a und b werden ligiert und In den kompetenton lysogenon E.coli-Stamm K 12 Lambda transformiert. Die
rokombinanten Plasmide werden Isoliert und durch Restriktionsaufschluf analysiort. Ein Plasmid, das oin BamHI-Xhol-Fragment
von 0,6kb liefert, wird mit pMRP70p, bezoichnot. Die korrekte Konstruktion von pMRP70,, wird durch Sequenzanalyse bestétigt.
pMRP70,, wird in kompetente LC137-Zellen zuriicktransformiort (SC936; G.Buoll, obenda, und S.Goffu.a., Proc. Natl. Acad. Scl.
USA 81, 6647, 1984), dio das Plasmid pCI857 enihalten, das oin temperaturompfindliches Cl-Gon trégt (E.Romaut u.a., Gone 22,
103, 1983). Die Transformanten werden nach Kanamycin- plus Ampicicillinresistenz goloktiert. Zellen, die pMRP70, enthaiton,
werden als Gylcerolkultur bel —70°C gespelchort.

Bolsplel 8 Fermentation von rMRP-70

Das pMRP705 kodlierte Paptid rMRP-70 wird in E.coli exprimiert, wie im folgenden beschriobon.

Zollen, die pMRP70,, enthaiten, werden aus einer Glycerolkultur auf eine Kanamycin/Ampicillin-Platte ausgestrichen und bei
30°C inkubiert. Aus einer Einzolkolonie wird im Vertauf von 6 Stunden bei 30°C eine 12-mi-Kultur in LBMKA gezogen (L-
Nihrbouillon, die 50pg/ml Ampicillin und 40ug/ml Kanamycin enthdlt) (Kultur a). Zohn 200-ml-LBMKA in 2-l-Kolben werden mit
1m! Kultur a beimpft und Ober Nacht bel 30°C geschiittelt. Die Kulturon werden mit 800 ml LBM bel 30°C verdiinnt und weitere
droi Stunden lang zur Vermehrung stehengolassen (Kulturen b). Dio Synthese von rMRP-70 wird durch schnelles Erhitzon dor
Kulturen b aul 42°C in einem Wassorbad von 50°C Induzlert und anschlieBend zwei Stunden lang bel 42°C goschittelt (Kulturen
¢). Die Zellen aus den Kulturen ¢ werdon durch Zentrifugation gesammelt.

Boelsplel 9 Relnigung und Charakterisierung von rMRP-70

9.1 Zollextraktion

£.coli-Zellen, die rtMRP-70 exprimieren und aus 10Liter Fermentationsbriihe von Boispie! 8 bis auf eino optischa Dichte von
1,200-Einheiten/ml vermehrt wurden, warden mit 250 m| 8M Guanidinhydrochlorid, 60mM Tris-HCI, 30mM NaCl, pH 8,0, die
6ml 100mM Phenylmethylsulfonylfluorid (PSMF) in 2-Propanol enthalten, aufgespalten. Dio Suspension wird 60 Minuten lang
mit 20000g bai 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wird in Dithiothreitol (DTT) auf 0,1 % aingestollt und bei 4°C gegen 10mM
Tris-HCI, 0,01% DTT, pH 8,0; dialysiort (Spectrapor-Membran Nr.3; 3,5kD Abscheldegrenzwert; Spectrum Medical Industries).
Der entstehonde weille Niederschlag wird durch Zentrifugation von 30 Minuten mit 20000g bet4°C entfernt.

9.2 l_?EAE-Ionenaustauschchromatographlo

Der Uberstand von Beispiel 9.1 wird in eine DEAE-Trisacryl M {LKB)-lonenaustauschsiule (6 x 10cm) gopumpt, die mit dem
Dialysepuffer &quilibriortist. Nach dem Laden der Probe wird die Stiule mit Dialysopuffer gewaschen, bis die UV 2564-nm-
Absorption auf Grundlinionniveau abf#!it. Die an die Siule gebundenen Proteine worden untor Anwendung eines linearen
NaCl-Gradienten von 0,0M bis 0,2M NaCl im Dialysepuffer (600ml) eluiort, gefolgt von Dialysepuffer/0,2M NaCl (200m|) und
Dialysepuffer/0,1 M NaCl (200 ml) mit einer DurchfluBgeschwindigkeit von 4ml/min. Einzelne 12-ml-Fraktionen werden
gesammelt und mittels SDS-PAGE (U.K. Lasmmli, Nature 227, 680, 1970) auf 16%-Polyacrylamid-Plattengelen analysiert
{Faruung mit Coomassieblau) und entsprechend ihrem rMRP-70-Gahalt gepoolt. Fraktionen von 0,12 bis 0,2 M NaCl werden
gepoolt, gegen Dialysepuffor dialysiert und nochmals unter Anwendung des gleichon Varfahrens chromatographiert, mit
Ausnahme der Sdulenabmessungen (2,6 x 10cm), der Puffcrvolumina (60%) und der DurchfluBgeschwindigkeit (2ml/min),
Fraktionen von 0,16 bis 0,2M NaCl werden gepoolt und durch Ultrafiltration In einer Zelle mit Rithrwerk (YM-10-Membran,
Amicon) um den Faktor 10 konzentriert.

9.3 AusschluRchromatographle

2ml dos konzentrierten Pools nach der Ultrafiltration von Beispiel 9.2 (Proteinkonzentration 14mg/ml) werden auf einor UltroPac
TSK-G 2000 SWG (LKB) - Séule (21,5 x 600mm) in 20mM Natriumphosphat, 1560mM NaCl, pH 7,0; bei einer
DurchffuBgeschwindigkeit von 3ml/min separiert. Die UV-Absorption wird bei 280 nm beobachtet und einzelne 8-ml-Fraktionen
werden mittels SDS-PAGE analysiert, wie in Baispiel 9.2 baschrieben, Fraktionen, die 32 bis 38 Minuten nach der Injektion der
Probe entnommen werden, werden gepooltund durch Uitrafiltration in einer Zelle mit Rihrwerk (YM-10-Membran, Amicon)um
den Faktor 7 konzentriert. ,

9.4 lonenaustauschchromatographie auf FPLC-Mono Q™

4ml des konzentrierten Pools nach dar Ultrafiltration von Beispiel 9.3 (Proteinkonzentration 4,9mg/mi) werden in eine Mono Q™
HR 19/10-Séule (10mm X 100 mim) {Pharmacia) geladen, die in 20mM Dietharalamin/HCI, pH 8,6; (Startpuffer) dquilibriert wurde.
Die Séule wird mit einer DurchfluBgeschwindigkeit von 4mi/min 10 Minut..n lang mit Startpuffer gespiilt. Die Proteine werdon
dann 20 Minuten lang unter Anwendung eines linearen Gradienten eluiert, der mit Startpuffer/0,1M NeCl endet. Die Extinktion
des Eluats wird bei 280nm beobazhtet. IMRP-70 wird in der Zait zwischen 21 und 23 Minuten nach Injektion der Probe eluiert (ca.
0,55 bis 0,65M NaCl).

9.5 Umkehrphasen-HPCL

Als Alternative zu der in Belspiel 9.3 beschriebenen Ausschlu-HPLC oder zu der in Beispiel 9.4 beschriebenan FPLCanMono Q
wird der konzentrierte Pool nach der Ultrafiltration von Beispiel 9.2 mit '/x des Volumens 10%iger Trifluoressigséure (TFA)
angesauert und auf einer Vydac 214TP510 HPLC-Sdule {10 x 2560mm) {The Separation Group, Hesparia, CA, USA) gereinigt. Die
Saule wird in einer Mischung aus 70% TFA, 0,1% in Wasser und 30% TFA 0,08% in Acetonitril 8qu libriert und das Produkt wird
24 Minuten lang mit einer DurchfluBgeschwindigkeit von 1ml/min durch einen linearen Gradienten eluiert, der 1nit einer
Mischung von 50% TFA 0,1% in Wasser und 50% TFA 0,08% in Acetonitril endet. Die Extinktion des Eluats wird bei 220nm
beobachtet und die einzelnen Peaks werden entsprechend der UV-Extinktion manuell aufgenommen. Man erhélt zwei
Hauptpeaks bei 15 min bzw. 16,5 min, die analysiert werden, wie im folgenden Beispiel 9.6 beschrieben.

9.6 Analyse durch SDS-PAGE
Aliquote Teile der Fraktionen aus der Umkehrphasen-Sdule von Beispiel 9.5 werden unter Vakuum getrocknet, in
Dissoziationspuffer aufgeldst, 2 Minuten lang auf 96°C erhitzt und auf ein 15%iges Polyacrylamidgel aufgebracht (FArbung mit
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Coomassieblau R-250). Dor 16-min-Peak von Beispiel 9.5 enthlt mehrare verkiirzte Versionen von rMRP-70 mit angondherton
scheinbaren Molekulargowichton von 65kD, 44kD, 38kD baw. 33kD (1D = 1 Dalton = 1,6601 x 10" ¥ kg). Das Materlal des 16,5
min-Peaks bestaht aus reinem rtMRP-70, das In einer Einzelbandoe mit einem Molekulargowicht von ca. 70kD wandert.

9.7 AmlhosAuresequenzanalyse

Das goreinigto rMRP-70 von Baispiel 9.6 wird einer Sequenzanalyse dor N-terminalen Aminosduren unterworfen, wobei ain
Gasphasen-Scquenzanalysator (Modell 470, Applied Biosystems) nach dor Mothode von M. W. Hunkapillar und L.E. Hood
(Methods in Enzymol. 91, 399, 1983) eingesetzt wird. Die Anilinothiazolinon-Dorivate werdon durch Behandlung mit 25%Iger
wihriger TFA bel 60°C 2u Phenyithiohydantoin (PTH)-Aminos8uren umgolagort. Die PTH-Aminos#uren werden auf einer
Zorbax"™ CN HPLC-S#ule (DuPont; 200 x 4,6mm) nach R.Knecht u. a. {Anal. Blochem. 130, 85, 1983) analysiert. Es wird dio
folgende N-torminalo Aminossuresequenz gefunden: Mot-Asp-Gly- lle-Asp-Lys-Lou-Asp-Ilo~Glu-Pho-Gly-Asn-Met-Leu-
Ser. Die Aminosduresequenz entspricht gonau dor Sequenz, dio aus deor in Boisplel 6.2 beschriebenen Konstruktion vorausgesagt
wurde.

9.8 Immuniluoreszenzanalyse

Monozyten in Tellonbouteln werden nach dreitdglger Kultur in Mc Coyschom Medium (Biochrom, Berlin, BRD), das mit 20%
Humanserum erglinztist, durch zehnminiitiges Zentrifugieron bei 160g geerntet, in PBS gewaschen und 30 Minuten lang bei4°C
in 1% BSA, 1ug/miMaus-1gG in 1mIPBS/1 X 10? Zolon inkubiert. Die Zellon werden rweimalin PBS gewaschen und in aliquote
Toile 2u 1 x 10° Zotlon pro Testpun\tin 1,6-ml-Eppendorf-Fliischchen aufgoteilt. Dio Inkubation in geeigneter Verdinnung von
{MRP-70 oder natirlichem Human-MIF (Europtiische PA 0162812) (100171 x 10° Zellen in PBS) wird zehn Minuten lang bei 4°C
ausgofihrt, Die Zellan werden zweimal in PBS gowaschen und 45 Minuten lang entweder mit biotinyliartem monoklonalem
Antikérper 1C5(Maus, siehe EP 0162812) oder Anti-rMRP-70-Serum {Kaninchen) inkublart. Als Kontrollen werden biotinyliertes
Maus-1gG bzw. Kaninchen-Normal-lgG verwendot. Nach awoimaligom Waschen in PBS/0,05% BSA warden die Zellen mit
Steptavidin-FITC (Sigma, Miinchen, BRD) fiir die biotinyliesten antikdrparbehandelton Sonden und mit Ziege-Anti-Kaninchen-
Flab’),-FITC (Dianova, Hamburg, BRD) fir die mit Kaninchen-Antiserum bohandelten Sonden 46 Minuton lang bei 4°C inkubiort.
Die Zellen worden zweimal in PBS/0,05% BSA gewaschen. Vor dom letzten Waschen werden die Zellen in 100l 1mM
Propidiumjodid in PBS wiederaufgeschwemmt, 5 Minuten lang bei4°C inkubiert, gewaschan, undineinem EPICS™-Zollsortiorer
(Coulter Elactronics, Hialeah, Fla., USA) analysiert. Rot (luoreszierende Zellen werden olektronisch aus der Messung der griinen
Fluoreszenz der Zellen ausgeschlossen. Der prozentuale Antell grin fluoreszierender positivar Zellen wird mit dem von Coultor
Electronics gelieferten Immunprogramm berechnet.

Der relativo Anteil der fluoreszierenden Zellen ist #hnlich fir tMRP-70 und natiirlichern MIF. Dies zeigt, daB sowohl natirlicher
MIF als auch tMRP-70 eine Bindung mit kultivierten Monozyten eingehen.

9.9 Migrationshemmtest

Monozyten aus Leukozytenschichten, die einen Tag lang in Dalbeccoschem Medium, argénzt mit 10% FCS (Biochrom, Berlin,
BRD), auf Teflonmembranen kultiviert wurden, werden durch zehnminiitiges Zentrifugieren bei 1509 gearntet, zweimal in
Dulbeccoschera Medium ohne FCS gewaschen und in aliquote Teilo von 2 x 10° Zollon/Testpunkt in 1,5-ml-Eppendorf-
Flischchen aufgoteilt, Die Zellen werden wiederaufgeschwemmt nd zehn Minuten lang bei 4°C mit 200l PBS nit vdar ohne
gine geeignote Verdiinnung von tMRP-70 oder natiirlichem MIF (EP 0 162812)inkubiert. Die Zellen werden finf Minutn l4ng bei
150g zentrifugiert, gewaschen, in 200p) PBS wiederaufgeschwemmt und 30 Miruten lang bei 37°C inkubiert.

Nach dem Waschen mit PBS werden die pelletierten Zellen in 4pl Dulbeccoschene  “adium, das 0,2% niedrigschmelzende
Agarose (Miles, Frankfurt, BRD) enthilt, bei 37°C wiederaufgeschwommit. Einpl du  Zellsuspension wird in eine der inneren
60 Vertiefungen einer Platte mit 96 Reaktionsvertiefungen pipettiert. Jede Probe wird doppelt gotestet. Die Platte wird

10 Minuten lang bei 4°C gehalten. Die Reaktionsvertisfungen worden mit 100p1/Vortiefung Dulbeccoschom Medium, 10% FCS
gefilltund 16-24 Stunden lang bei 37°C in feuchter Luft mit einem CO,-Gehalt von 7% inkubiert.

Nach der Inkubation wird die Wanderung der Monzyten aus den Agarosetropfchen heraus mit Hilfe einas Strichgitters mit
Skalanteilung im Okular eines Mikroskops gemessen. Die Migration der Zellenin der Kontrolldsung wird gleich 100% Migration
oder gleich 0% Migrationshemmung gesetat. Die Migrationsentfernung wird in % Migrationshemmung ausgedrickt, Eine
Substanz wird als biologisch aktiv betrachtet, wenn sie eino Migrationshemmung von mehr als 30% bewirkt,

Die Ergebnisse des Migrationshemmungstests mit rMRP-70 sind in der untenstehenden Tabelle 4 zusammengefalt.

Tabelle 4: Migrationshemmung kultivierter Monozyten durch tMRP-70

Konzentrationvon rMRP-70 Migrationshemmung
ug/ml

0,001 15%

0,01 24%

0.1 50%

1 57%
10 43%

Belspiel 10: Konstruktion des Expressionsvektors pCDEX

10g pSVOd-DNA (P.Mellon u.a., Cell 27, 279, 1981) werden mit HindIll aufgeschlossen, Dio klebrigen Enden werden mit
Klenow-Polymerase aufgefiilit, und nach der Hitzeinaktivierung der Polymerase wird die DNA mit Nael aufgeschlossen. Das
2,2-kb- Vektorfragment, das den SV40-Replikationsstartpunkt trégt, wird durch Agarosegelelektrophorese und Elektroelution
isoliert (Fragment a). 10pg pCGA28-DNA (Europiische PA 0305967) werden mit BamHI aufgeschlossen, Die klebrigen Enden
werden mit Klenow-Polymerase aufgafillt und die DNA wird mit Kalbsdarm-Phosphatase dephosphoryliert. Das 3,9-kb-
Fragn-ent, das den Maus-Zytomegalovirus {MCMV)-Promotor/Verstirker, die tPA-cDNA und einen f-Globin-Spleidonor-/
akzeprar-und -polyadditionsorttrigt, wird durch Agarosegelelektrophoresa und Elektroelution isoliert (Fragmentb). Etwa50ng
der Fragmente aund bwerden ligiert undin kompetente DH5a-Zellen transformiert. Die rekombinanten Plasmide verdenisoliert
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und durch Aufsehiufl mit Pval und Hinditl analysiert, Ein Plasmid, das ein 1,4-kb- und ein 4,8-kb-Fragment liofort, wird mit
pCON10 bozeichnot. 5pg von pCON10 werden mit Xmal aufgoeschlossen und mit CIAP dephosphoryliort (Fragment d). Dio DNA
wird durch Agarosegolelaktrophorese und Elektroalution gereinigt.

14g oinos Adaptors (Biolabs # 1101) mit der Sequonz 5-GATCCCCGGG-3' wird mit T4-Polynukleotidkinase bahandelt und mit
T4-Ligasa ligiort. Nach dor Hitzeinaktivierung der Ligase wird die DNA mit Xmal aufgoschlossen. Nach Extra¥tion mit Phenol/
Chloroform wird die ONA mit Ethanol ausgefilit (Adaptor o).

50ng dos DNA-Fragments d werdon mit 50ng des Adapters e ligiert und in kompetente DHEa-Zellon trans(iziert. Die
rokombinante DNA wird isoliort und durch AufschluB mit BarmHl und Hindlll analysiort. Cin Plasmid, das Fragmente von 1,7kb
und 4,4kb liefert, wird mit pCDEX hezeichnot.

Belspiel 11; Konstruktion von pMRP180,,

59 pMRP 160 worden mit EcoRl aufgeschlossen und die klebrigen Enden werdon mit Klen~./-Polymerase aufgefiillt: Das
4,7-kb-Fragment, das MRP-160 kodiert, wird durch Agarosegelekirophorese und Elekiroelutionisoliert (Fragment a). 5 ug pCDEX
warden mit Hindlltund BamHt aufgaschlossen. Dia klebrigen Enden werdon mit Klenow-Polymaerase aufgofillt und die DNA wird
mit CIAP dophusphoryliert. Das 4,6-kb-Vektorfragment wird durch Agarosogeloloktrophorese und tiektroelution isoliert
{Fragmentb). 0,119 dor Fragmente a und bwerden ligiert und in kompetente DH5a-Zellen transformiort. Die rokombinante DNA
wird isoliert und durch Restriktionsanalyse analysiert. Ein Plasmid, das ein Kpnl-Fragment von 0,6kb sowie ein Xhol-Fragment
von 4,1 kb liefert, wird mit pMRP160,. bezeichnet.

Die Sequenz dos MRP-160-kodisranden Berelchs wird durch Sequonzanalyse unter Verwendung von Oligonuklootid-Startern
bestatigt, wie weiter oben beschriebon.

Belsplel 12: Expresslon von pMRP160,, in Ovarzellan des chinesischen Hamsters

12.1 Transtoktion von CHO-Zellen mit pMRP160,, und Selektion dor transfizierten Klone

Das Plasmid pMRP 160, wird in Ovarzetlen des chinesischen Hamstors (CHO-Zellen) der Linio DUKXB1 oxprimiert, einer Mutante,
der das Enzym Dihydrololatreduktase fehlt {G.Urlaub u. a., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77, 4216, 1980). Die Zellon werden in
a-MEM (Minimalmedium) kultiviert, das Nukleoside und 5% fotalos K#lbarserum enthéit (simtlich von Gibceo). Die Zellen werden
mit einer Dichte von 10*/¢m? in Mikrotiterplatton mit jeweils 8 Vertisfungen (3,4cm? Durchmessur; Nunc) ausgestrichen und rit
49 DNA des Plasmids pSV2-neo {P.Southern und P. Berg 1, 327, 1982) nach Standlardvaerfahron kotransfiziort, wie ausfiihrlich im
US-Patent 43992186, von R.J. Kaufman und P. A, Sharp (.J. Mol. Biol. 159, 601, 1982) und von Asselbergs u.a. {J. Mol. Biol. 189,
401, 1986) beschrieben. In einem zweiten Experiment worden 0,4pg DNA des Plasmids pND2 (DHFR) mit 0,4ug ONAvon
pMRP160,, und 0,4 19 von pSV2-neo kotransfiziert {Asselbergs u. a., ebenda).

48Stunden spiter werden die transfizierten Zollon trypsiniertund auf drei Petrischalen (8,0cm? Durchmesser, Nunc) iibertragen.
Am niichston Tag wird das nichtselektive Medium durch ein selektives Medium ersetat (a-MEM ohne Nuklaoside, das 5% (v/v)
dialysiertas fotales Kilbarserum und 1,0mg/ml Ganeticin [Gibco} enthilt).

Nach zwei Wochen werden 18 geneticinresistente Klone isoliort und in einem Einzelzelitest untor Ve rwendung dor
affinitdtschromatographisch gerainigten Kaninchen-anti-tMRP-70-Antikdrper von Beispiel 14.2 nach feststehenden Protokolien
{Suter u.a., Cancer Immunol. Immunother. 18, 53, 1983) auf die Expression von MRP-160 untersucht. Vier Klono zeigen mit dem
Anti-rMRP-70-1gG eine selektive Farbung. Sie werden mit 188, 2A2, 2B1 und 2B3 bezeichnet. Von diesen Klonen sind 2A2, 281
und 283 mit dem Plasmic pND2 kotransfiziert worden.

Durch Immun-Blotting (H. Towbinu. a., Prac. Natl. Acad. Sci. USA 78, 4350, 1979} mit Zellysaten dieser Transfektanton zeigt sich,
daB unter reduzierenden Bedingungen (U. K. Lasmmli, Nature 227, 680, 1970) die Kaninchen-anti-rMRP-70-Antikdrper mit
Spezies mit Molekulargewichten von 120 und 140kD reagieren.

12.2 Seolektion von Klonen, die amplifizierta MRP-1680-Sequenzen mit Mothotrexat exprimleren

kine subkonfluente Kultur des CHO-Klons 281 wird mit 20nM Methotrexat (MTX, Sigma) 24 Stunden lang vorbehandel: und
dann 1:20 in Petrischalen von 8cm Durchmesser (Nunc) verteilt. Die Zollen werden in dem selektiven Medium a-MEM ohne
Nukleoside, das mit 5% dialysiertem f6talam Kilberserum und 0,05 mg/ml Gentamycin (sémtlich von Gibco) {R.Kaufman und
P.A. Sharp, obenda) erginztist, vermehrt. Die Selektion wird nach 24 Stunden begonnen, indem der Petrischale 20nM MTX
2ugesetzt werden. Nach 14 Tagen werden die resistenten Kolonien in Pools gesammelt und durch Grenzverdiinnung in Platten
mit 96 Reaktionsvertiefungen (Falcon) in Selektionsmedium kloniert, das 50 nM MTX enthiit. Von 16 isolierten Klonen erweisen
sich drei mit den Kaninchen-anti-rtMRP-70-Antikdrporn als stark positiv. Der mit 281-B4 bezeichnete Klon wird ernout durch
Grenzverdiinnung in Selektionsmedium kloniert, das 100nM MTX enthilt. Es werden 8 resistento Klone selektiert, die sémtlich
mit Kaninchen-anti-rtMRP-70 reagieren. Die mit 2B1-B4C2 und 281-B4E3 bezeichneten Klone werden einer schrittweise bis auf
500nM erhéhten MTX-Konzentration ausgeosetat.

12.3 MRP-160-Konzentrationen in Zellysaten und Kulturitberstdnden der amplifizierten CHO-Klone
Zur quantitativen Bestimmung von rMRF-70 und MRP-160 in Zellysaten und Kulturibersténden der amplifizierten CHO-Klone
2B81-BAC2 und 281-B4E3 wird eine enzymverbundene Immunadsorptionsbestimmung (ELISA) an zwei Stellon durchgefihrt.

12.3.1 Priparation der Zellysate und KulturiiberstAnde

Zur Produktion des Kulturiiberstands werden die CHO-Klone 281, 281-B4C2, 2B1-B4E3 und der scheintransfizierte CHO-Klon 3AB
(Beispiel 12.1) bis zur Subkonfluenz vermehrt und 48-72 Stunden lang mit a-MEM inkubiert, das mit 5% dialysiertem fétalem
Kilberserum ergiinztist. Den Klonen 2B1-BAC2 und 281-B4E3 wurden zusitzlich 200nM MTX zugesetzt. Nach der Ernte werden
die Uberstdnde 15 Minuten lang bei 20009, danach 15 Minuten bei 12000g zentrifugiert und bei --80°C gelagert.

Die Priiparation der Zellysate erfolgt nach Standardprotokollen. Kurz zusammengefaft, werden die trypsinierten Zellen (2 x 107/
ml} 15 Minuten lang auf Eis mit Lysepuffer behandelt (100mM Tris, 100mM NaCl, 1 mM EDTA, 0,1% SDS [alle von Bioradl, 1,0%
Nonidet P40 [Shell], 1,0mM Phenylmethylsulfonylfluorid [Boehringer Mannheim|, pH 7,5; R.J. Kautman und P.A. Sharp,
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ebonda). Nachdem dle Zelltrdimmer 16 Minuten lang mit 20009 abgeschleudert worden sind, wird dor Uberstand 16 Minuten
lang mit 12000¢ zertrifuglert und bel ~80°C gelagert. Die Gesamiproteinkonzantration wird nach der Mothode von Lowry u.a.
{J. Blol. Chenm. 193, 285, 1961) bestimnt,

12.3.2 Zweistollen-ELISA

Aliquote Teito dor Zellysate und Kulturiberstinde dar Schuintransfoktanto 3AB, dor Elterntransfektanto 281 und der MTX.
behandelten Klone 2B1-B4C2 und 281-B4E3 worden mit der im folgonden beschricbenen onzymverbundonen
Immunadsorptionsbestimmung (ELISA) an awei Stellen aufihre Konzontration an tMRP-70 und MRP-160 gepriift. Der ELISA-Tost
wird unter Verwendung der affinititschromatographlisch gerainigten Kaninchon-antl-rMRP-70-Antikbrper von Boispiol 14.2
unter Einhaltung von Standardprotokollen durchgefihrt (E.Engvall und P, Poslman, Immunochem. 8, 871, 1971; J.Brueggen
1.a., Cancer Immunol. Immunother. 15, 200, 1983). Kaninchan-anti-rtMRP-70:1gG (1,0ug/m1) in 0,05M Carbonatpufier, pH 9,6;
wird mit 100p1/Roaktionsvertiofung auf Platten mit 96 Vertiefungen (Nunc Fl) ausgostrichon und tiber Nacht boi 4°C Inkublert.
Nachdem dio unspezifischen Stallen mit Tris-gepufferter physiologischor Kochsalzldsung (T8S, 0,05M, pH 7,4), die 0,2%
Galatine (Biorad), 1,0% Rinderserumatbumin (Serva) und 0,05% Twooen®20 (Blorad) enthilt, eine Stunde fang bei
Raumtomparatur blockiert wurden, warden die Testproben {50y1), rekombinante tMRP-70-Standards (1,9-260 ng/ml, siehe
Beispiel 9) und in Blockierungspuffer vordinnte Kentrollproben zugosotat und gine Stunde lang boi 37°C gahalten. Die Platten
werdon 30 Minuten lang bei 37°C mit TBS, das biotinyliertes Anti-tMRP-70-1gG onthit {3041, 0,5 ug/ml, Biotinylierung nach
einom modifizierton Protokol von Lerner u.a., J. Exp. Mad. 152, 1085, 1980), gewaschen (Skatron Microwash ll). Nach dem
Waschen werden 30 Minutan lang bel 37°C 50l Kenjugat aus Streptavidin mit alkalischer Phosphatase (Gibco BRL) zugesotat.
Das gebundene Enzym wird 30 Minuton lang boi Umgobungstemperatur mit 100l p-Nitrophenylphosphat {1,0mg/mlin
Diethanolaminpuffer 1M, pH 9,8; Sigma) inkublert und dann mit0,6 N HCL gestoppt. Dio Extinktionsworte werden bel 405nm
abgelesen {Multiscan MCC, Flow). Die Daten werden unter Varwendung jines logistischen 4-Parameter-
Kurvenanpassungsprogramms (Flow) aufbereitet.

Die Ergabnisse des ELISA-Tests sind in dor folgenden Tabello b zusammengefalt,

Tabelle 5: tMRP-70- und MRP-160-Konzentrationen In Zellysaten und Uberstinden der transfiziertan CRO-Zellen*

Zollinie Zellysat® Kulturiiberstand®

(ng MRP-70/mg Protain) {ng MRP-70/m1/10¢ Ze!'on)
281 23,0 0,0
(Elternzello)
281-84C2 1250,0 56,0
(MTX-bahandelt)
2B1-BAE3 892,0 6¢,0
(MTX-behandelt}
3AB 0,0 0,0

(Schainkontrolle)

a) Zwoeisteltan-ELISA; Kaninchen-anti-rMRP-70 gegen biotirylierten Kaninchen-anti-tMRP-70; die Werte sind in ng/ml angegeben, bezogen auf
den rekombinanten tMRP-70-Standard; die Nachwaeisgrenze ist 1,0ng/ml.

b) Bezogen auf mg Gesamt-Zeliprotein.

¢) Uberstinde werdan nach 72h geerntet, baginnend mit subkonfiuenten Zellkulturen,

Die MTX-behandelten Klone exprimieren szelluliir ca. 50mal mehr rMRP-70-verwandtes Protein als die Elternzelle 2B1. Die
Uberstinde der MTX-Klone enthalten 50-60ng/ml/10° Zellon immunreaktives Protein, wiihrend die Elternzelle 2B 1 negativ ist.
Beisple! 13: Induktion einer Entzdndungsreaktion In der Haut von Moerschwelnchen

MRP-160 wird in einem Test unter Verwendung normaler Meerschweinchen auf die Fahigkeit zur Induktion von Hautreaktionen
gepruft. :

Normale Meerschweinchen werden rasiert, anisthesiert und erhalten eine intradermale Injektion von jo 10041 des Uberstands
verschiedener mit MRP-160 amplifizier*er CHO-Zellinien, Die Hautroaktion wird nach 24h und nach 48h bestimmt. Positive
Reaktionen fiihren zu einer signifil:anten R8tung in einem Beraich von ca. 5~12mm Durchmessor. Es z0igt sich, daB mehrere
MRP-160-amplifizierte CHO-Zelli ien Hautreaktionen induzieren, wihrend weder die kultivierten und unter identischen
Bedingungen injizierten Kontrotizellen noch das Kulturmedium selbst irgendeinen Effekt hervorrufen.

Belsplol 14. Préparation polyklonaler Antikdrper

14.1 Praparation von Kaninchen-anti-rtMRP-70-Serum

0,5mg rMRP-70 (hergestellt entsprechend der Beschreibungin don Boispielen 8und 9)in vollstindigem Freundschem Adjuvans
{Gibco) werden Kaninchen injiziert, gefolgt von einer Auffrischungsinjektion von 0,5mg rMRP-70 in unvollsténdigem
Freundschem Adjuvans (Gibco) nach 20 Tagen. Der Titer des Kaninchenserums wird durch eine enzymverbundene
Immunadsorptionsbestimmung (ELISA) in Mikrotiterplatten, die mit rMRP-70 ausqestrichen sind, nach feststehenden
Protokollen beabachtet (E.Engvall und P.Perlmann, Inmunochem. 8,871, 1971). Die Untersuchung von Western-Blots zeigt, daf®
nach erschépfender Adsorption mit Lysaten nichtiransfizierter E.coli-Zellen die einzige im Serum verbleibende Aktivitét gegen
rMRP-70 gerichtet ist.
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14.2 Isolierung tMRP-70-spezifischer polykionater Kaninchen-Antikdrper durch Immunoaffinitdtschromatographle

Eine rMRP-70-Alfigel-Immunabsorbensstule wird pripariort, indem 4-5mg geroinigter tMRP-70 nach dem vom Herstellor
(Bio-Rad) angagebenen Verfahren mit 1 ml Affigel® 10 kombiniert werden. Immunglobulin G (IgG) aus dem monospezifischon
Kaninchen-anti-rtMRP-70-Serum von Baiaplel 14.1 wird durch Ammoniumsulfat bei 50% Stittigung ausgefalit. Der Niederschlag
wird in PBS aufgeldst und gegen PBS dialysiert. 16ml der dialysiorton Lésung, die ca. 100mg 1gG enthil, werden mit einer
DurchfluBgeschwindigkeit von 10-12mi/h durch die Immunoalfinitétssiule gopumpt. Unspezifisch gebundenes Material wird
durchWaschen der Sula mit PBS/0,4M Natriumchlorid entfornt. Spezifisch gobundenes lgG wird mit 0,1 M Glycinhydrochlorid,
pH 2,5; eluiert. Fraktionen, welche die Antikdrper enthalten, wurden gopoolt, durch Zusatz von 1M Tris neutralisiert und gegen
PBS dialysiert. Man erh#lt ca. Amg rMRP-70-spezifisches 1gG.

14.3 Praparation von Oligopeptid an, die Fragmente von MRP-160 reprasentieren

Unter Anwendung der in H. Rink u. 8., Paptides: Chemistry, Structure and Biology (Peptide: Chemie, Struktur und Biologie) (Hrsg.
J.E. Rivier und G.R. Marshall), ESCOM; Leiden 1990, S. 1041, beschriebenen Methode werden durch schrittweise
Festphasensynthase mit 9-fluorenylmethoxycarbonyl (Fmoc) - geschiitzten Aminosduren als ihren vorgebildeten 1-
Hydroxybenzotriazolastern in N-methylpyrrolidon die folgenden Oligopaptide synthetisiort,

MRP-160-Fragment 1: Glu-Glu-Glu-Arg-Ser-Val-Leu-Asn-Asn-GIn-Lou-Leu-Glu-Met-Mot-Lys-Lys, entsprechond den
Aminoséuren 1189-1204 von SEQIDNO:1

MRP-160-Fragment 2: Arg-Asn-Glu-Val-Thr-Val-Leu-Arg-Gly-Glu-Asn-Ala-Ser-Ala, entsprochend den Aminosduren 1242-1255
von SEQID NO:1

MRP-160-Fragment 3: Glu-lte-Cys-Glu-Mot-Phe-Gly-His-Trp-Ala-Tor-Asn-Cys-Asn-Asp-Asp-Glu-Thr-Pho, entsprechend den
Aminostiuren 1409-1427 von SEQID NO:1

MRP-160-Fragment 4: Sor-Thr-Pro-Ser-Asn-lle-Pro-Glin-Lys-Pro-Ser-Gln-Pro-Ala-Ala-Lys, entsprechend don Aminosduren
162-177 von SEQID NO:1

14.4 Kaninchen-Antiseren, die gogen die MRP-160-Fragmentae 1, 2, 3 und 4 gerichtet sind

Von jedem der vier Oligopeptide von Beispiel 14.3 werden 0,6 mg in vollstéindigem Freundschem Adjuvans (Gibco) vier
verschiedenen Kaninchen injiziert, gefolgt von oiner Auffrischungsinjektion in unvollsténdigeny Freundschem Adjuvans (Gibco)
nach 20 Tagen. Der 1 iter der Kaninchenseren wird durch enzymverbundens Immunadsorptionsbestimmung (ELISA}in
Mikrotiterplatten (Nunc), die mit den jeweiligen Peptiden ausgestrichen sind, wie in Beispiel 14.1 tberwacht. Immunglobulin G
{lgG) wird aus den Seren rit 50% Ammoniumsulfat ausgefiit.

Eine Affigel 10 - Immunoadsorbenssdule wird priipariert, indem 4-5mg des jeweiligen MRP-160-Fragments 1, 2, 3 bzw. 4 nach
dem vom Hersteller,(Bio-Rad) angegebenen Verfahren mit 1mi Affigel® 10 kombiniert werden. Die vier Niederschldge von 1gG
werden jeweils in PBS aufgeldst und gegen PBS dialysiert. 15m! der dialysierten Lésungen IgG-Niederschldge fir das jeweilige
Anti-MRP-160-Fragment, die ca. 100mg lgG enthalten, werden mit einer DurchfluRgeschwindigkeit von 10-12mli/h durch die
Immunoaffinitétasule gapumpt. 1gG wird isoliert, wie in Beispiel 14.2 beschrieben. Man erhélt ca. dmg des fiir das jeweilige
MRP-160-Fragment 1, 2, 3 baw. 4 spezifischon lgG.

Beisple! 15: PrAparation von Hybridomazellen, die monoklonale Antikdrper gegun tMRP-70 produzleren

15.1 Immunisierungsprotokoll

Drei weiblichen Balb/c-Mausen wird jeweils 0,1 mg rMRP-70 in vollstindigem Freundschen Adjuvans {Gibco) intraperitoneal
injiziert, gefolgt von awei Auffrischungsinjektionen von 0,06 mg rMRP-70 in unvollstindigem Freundschem Adjuvans (Gibco) in
Abstanden von je 14 Tagen. Nach 8 Wochen werden 0,05mg rMRP-70in physiologischer Kochsalzidsung injiziert und die Mduse
werden vier Tage spiiter getdtet.

15.2 Zell{uslon und Selektion von Hybridomen ‘

Alle Fusionenwerdsn unter Einhaltung der folgenden Protokolle durchgefiihrt (G.K8hler und C. Milstein, Nature 256, 495, 1976),
wobei die nichtabsondernde Myelomazellinie P2 x 63Ag8.653 (ATCC-Nr. CRL1580) verwendet wird. 10° Milzzellen werden mit
10" Myelomzellen in Gegenwart von 35% (Gew./Vol.) Polyethylenglycol (PEG 4000, Merck) und 15% Dimethylsulfoxid (Merck)
fusioniert. Das Fusionsgemisch wird in Standard-HAT-Selektionsmedium, das mit 20% FCS (Gibco) ergéinzt ist, auf

1200 Reaktionsvertiefungen von Mikrotiterplatten (Falcon) verteilt, die Maus-Peritonealexsudatzellen als Futterzelien enthalten.
Nach 10-14 Tagen werden die Ubers:ande wachsender Hybridome mit einem Sandwich-ELISA-Test {Beispiel 16) auf die
Bindung von rMRP-70 gepriift, Positive Hybridome werden mindestens zweinal durch Grenzverdiinnung nachkloniert.

15.3 Entwicklung von Hybridomen und Isollerung rMRP-70-spezifischer monoklonaler Antikrper

8-10 Wochen alte Balb/c-Mause werden intraperitoneal {i.p.) mit 0,3ml Pristan (Aldrich) vorbehandelt. 2-3 Wochen spéter
werden 5-10 x 10%klonierte Hybridomzellen und 0,2ml Prostan i.p. injiziert. Nach 8-10 Tagen wird Aszitesfliissigkeit
gesammelt, bei 8009 zentrifugiert und bei -80°C gelagert.

Als Alternative werden die Hybridorne in vitro unter Verwendung von Hybridom-Medium (Gibco) in groBem MaBstab vermehit.
Der Uberstand wird bei 8009 zentrifugiert, mit einem 0,45-pm-Nalgene®™Filter filtriert und bei ~80°C gelagert.
Roh-lmmunglobulin wird durch tropfenweise Zugabe von 0,9 Voluméquivalenten gesittigtem Ammoniumsulfat bei 0°C
ausgsfallt, dann in 20mM Tris-HCl, 50mM NaCl, pH 7,9; aufgeldst. Eine IgG-Fraktion wird unter Anwendung des Affigel®-
Protein A MAPS-Satz-Verfahrens von Bio-Rad gewonnen, Die eluierte IgG-Fraktion wird wieder mit Ammoniumsulfat ausgefdllt
und in PBS bei siner Konzenwation von 10mg/mi aufgeldst und gegen den gleichen Puffer dialysiert.
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Belsple! 16: Enzymimmuntest zum Nachwals von MRP-160, tMRP-70 oder MRP-160-Fiagmenten

16.1 Blotinyllerung polyklonaler und monoklonater Antikdrper

1 mg polyklonaler Kaninchen-anti-rMRP-70- oder -anti-MRP-160-Fragment 1-, 2-, 3- baw. 4 - Antikdrper von Belsplol 14 odor
monoklonaler Anti-rMRP-70-Antikdrpor von Belspiel 15 und 0,1 mg Biotin-X-NHS" (Calbiochem) werden in 1,0m10,1 M Hepos-
Putfor, pH 8,0; 4 Stundon lang bel 4°C nach dem vom Harstoller vorgeschlagenen Varfahren zur Reaktion gebracht. Die
biotinyliorten Antikérper werden bei 4°C gegen PBS dialysiort und bei -80°C golagert.

16.2 Sandwich-ELISA

MRP-160, rMRP-70 und MRP-160-Fragmente werden durch oinon in Boispiel 12.3.2 boschriobonon Zweistollon-Sandwich-ELISA-
Test nachgewlesen.

Der Test weist tMRP-70in transformierten Zellen oder MRP-1€0 in Zollysaten humaner Monozyten, in transformierten Zellen und
in Karparflissigkeiten menschlicher Patienten bis zu einer unteren Grenze von 1,0ng/ml nach,

16.3 Testsatz {ir Sandwich-ELISA

Ein Testsatz fiir den Sandwich-ELISA-Test von Beispiel 16.2 enthéit beisplelsweise:

~ Mikrotiterplatten (Nunc Fl)

~ 20m! affinititschromatographisch gereinigte polyklonale Anti-tMRP-70-Kaninchen-Antik8rper (1 pg/mi) in 0,056 M
Carbonatpulfer, pH 9,8

~ 1,0ml rekombinante rMRP-70-Standardidsung (1 mg/mi) in TBS, das 0,05% Tweon 20 enthalt

10ml biotinylierte Kaninchen-anti-rMRP-70-An.k6rper (0,6 ug/mi) in TBS, pH 7,4, 0,2% Gelatine, 1% BSA, 0,06% Tween 20

10ml Streptavidin/alkalischo Phosphatase (BRL) 1:5000 in T8S, pid 7.4, 0,2% Gelatine, 1% BSA, 0,05% Twaen 20

200ml TBS, 0,05% Tween 20

200m| TBS, pH 7.4, 0,2% Gelatine, 1% BSA, 0,05% Tweon 20

20mi p-Nitrophenylphosphat (1,0mg/ml) in Disthanolaminpuffer (1M, pH 9,8)

Eichkurve

Bedienungsanleitung.

1

Belspial 17: Nachwels des Hodgkinschen Lymphoms durch Immunférbung

Lymphknotenbiopsien, Hautbiopsien oder andere Gewsbabiopsien worden in mit flissigem Stickstoff gekiihltem Isopentan
schnellgefrorenund bei ~76°C gelagert. 5.um-Gewcheschnitte werden angefertigt, 15minfang in Aceton fixiertund Gber Nacht
bei Raunm.empaeratur getrocknet. Die Schnitte werden 10min lang in PBS wieder eingeweicht, dann in einer 1:100-Verdinnung
von polyklonalen Kaninchen-anti-rtMRP-70-Antikdrpern von Beispiel 14.2 30 min lang inkubiert, 10min lang in PBS gesptilt, dann
in einer 1:400-Verdiinnung von monoklonalen Maus-anti-Kaninchen-Antikérpern (Dakopatts, Kopenhagen, Dénemark) 30 min
lang inkubiert. Die Schnitte werden 10min lang in PBS gespiilt und mit ABComplex™ (mit biotinylierter Peroxidase
komplexiertes Avidin, Dakopatts) nach den Anweisungen des Herstollers behandelt. Das Reaktionsprodukt wird mit dem
chromogenen Substrat AEC/Wasserstoffperoxid [50mg Aminoethylcarbazol, 33l 30%iges H;0,, 5ml Dimethylformamid,
100mi Acetatpuffer 0,05M, pH 6,9) entwickelt. Die Schnitte werden 5min in Acetatpuffer gespiilt, mit Mayerschom Hamatoxylin
gegengefdrbt, mit Glyceringelee montiert und unte: einem Mikroskop untersucht.

Die Ergebnisse, die mit Biopsiematerial aus verschiadenen Qusllen gowonnen wurden, sind in Tabelle 6 zusammengestelit. Die
Immunférbung unter Verwendung von Anti-rMRP-70-Antiseren ist deutlich auf die Hodgkinsche Krankheit und die verwandten
anaplastischen grofen Zellymphome beschrénkt.

Tabelle 6: Immunfrbung des Hodgkinschen Lymphoms und anderer Gowebeschnitte

Gewebequelleund Zahlder Zah! der Anti-MRP-70-
Diagnose Félle Firbungen ,

Lymphknoten
Hodgkinsche Krankhsit 36 31
Lymphknoten :

Anaplastische grofle

Zellymphome (Ki-1-positiv) 4 4
Lymphknoten

andere als Ho:gkinsche

Lymphome 10 0
Lymphknoten

unspezifische

Lymphadenitis 4
Haut
Entziindungszustinde
Adenokarzinom
Plattenepithelkarzinom
Waeichteilkarzinom

o

W =N a
[ = = =]
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Belspial 18: Pharmazeutisches Praparat fir parenterale Applikation

2001g tMRP-70 oder MRP-160 werden in 3ml 5N Humanserumalbumin aufgeldst. Die entstehende Lésung wird durch ein
bakteriologischaes Filter passiort und die filtrlerte L8sung wird unter aseptischen Bedingungen auf 10 Fldschchen vertollt, Die
Fldschchen werdon vorzugsweise in dor Kélte gelagert, zum Beispiet bai —~20°C,

Ebenso werden pharmazeutische Priparate hergestellt, die 0,6 mg, 1 mg, 2mg und 6mg polykionale oder monokionale
Antikdrper nach den Beispialen 14 und 16 in 3ml 5N Humanserumalbumin enthalten. Pharmazeutischa Priparato von htheror
Konzentration erhiiit man durch Aufldsen von 10mg monoklonalem Antikérper gegen rMRP-70 (Belspiel 15} in 2ml sterilisierter
physiologischer Kochsalaldsung.

Sequenzliste

SEQ 1L NO:1 (Sequenzbezeichner Nr.1)

SEQUENZTYP: Nukleotid mit entsprechendem Protein
SEQUENZLANGE: 5858 Basenpaare/1427 Aminos#uren
URSPRUNGLICHER QUELLORGANISMUS: Mensch

DIREKTE EXPERIMENTELLE QUELLE: cDNA-Bibliotheken in Lambda gt 11
EIGENSCHAFTEN: Markor fir Entziindung und Hodgkinsches Lymphom

GCGGCGCAGG CGGCGGCGTC CGAGGAGATT TAATCCAGAG ACTGACTTCA 50
CTATAGAACC CACAGTTGTA TCAATGGTTG GGGAAAGATA GTGGCAACAG 100
GCAAAGGAGA AACAGCTCTG ACATACAAAG AAA ATG AGT ATG CTA 145

Mot Ser Met Leu
1

AAG CCA AGT GGG CIT AAG GCC CCC ACC AAG ATC CTG AAG CCT 187
Lys Pro Ser Gly Leu Lys Ala Pro Thr Lys e Leu Lys Pro
5 10 15
GGA AGC ACA GCT CTG AAG ACA CCT ACG GCT GTT GTA GCT CCA 229
Gly Ser Thr Ala Lleu Lys Thr Pro Thr Ala Val Val Ala Pro
20 25 30
GTA GAA AAA ACC ATA TCC AGT GAA AAA GCA TCA AGC ACT CCA 2N
Val Glu Lys Thr e Ser Ser Glu Lys Ala Ser Ser Thr Pro
35 40 45

TCA TCT GAG ACT CAG GAG GAA TTT GTG GAT GAC TIT CGA GTT 313
Ser Ser Glu Thr Gln Glu Glu Phe Val Asp Asp Phe Arg Val

50 55 60
GGG GAG CGA GTT TGG GTG AAT GGA AAT AAG CCT GGA TTT ATC 355
Gly Glu Arg Val Trp Val Asn Gly Asn Lys Pro Gly Phe lle

65 70
CAG TTT CITT GGA GAA ACC CAG TIT GCA CCA GGC CAG TGG GCT 397
Gln Phe Leu Gly Glu Thr GIn Phe Ala Pro Gly Gin Trp Ala
75 80 85
GGA ATT GTT TTA GAT GAA CCC ATA GGC AAG AAC GAT GGt TCG 439
Gly lle Val Leu Asp Glu Pro lle Gly Lys Asn Asp Gly Ser
a0 95 100
GTG GCA GGA GTT CGG TAT TIC CAG TGT GAA CCT TTA AAG GGC 481
val Ala Gly Val Arg Tyr Phe GIn Cys Glu Pro Leu Lys Gly
105 110 115

ATA TTT ACC CGA CCT TCA AAG TTA ACA AGG AAG GTG CAA GCA 523
lie Phe Thr Arg Pro Ser Lys Leu Thr Arg Lys Val Gin Ala

120 125 130
GAA GAT GAA GCT AAT GGC CTG CAG ACA ACG CCC GCC TCC CGA 565
Glu Asp Glu Ala Asn Gly Leu GIn Thr Thr Pro Ala Ser Arg

135 140

GCT ACT TCA CCG CTG TGC ACT TCT ACG GCC AGC ATG GTG TCTv 607
Ala Thr Ser Pro Leu Cys Thr Ser Thr Ala Ser Met Val Ser
145 150 165
TCC TCC CCC TCC ACC CCT TCA AAC ATC CCT CAG AAA CCA TCA 649

Ser Ser Pro Ser Thr Pro Ser Asn lle Pro GIn Lys Pro Ser
160 165 170



SEQID NO:1, Fortsetzung

CAG
Gln

AAC
Asn

GAG
Glu

GGA
Gly
215

CGG
Arg

GGC
Gly

GTT
Val

171G
Leu

TCC
Ser
285

GTG
Val

GCC
Ala

AGC
Ser

TCC
Ser

GAG
Glu
355

GCG
Ala

AGC
Ser

GAC
Asp

GAC
Asp

GTG
Val
425

CCA
Pro

CcTT
Lou

GCT
Ala

GAC
Asp

7T
Phe
230

GTG
Val

GCT
Ala

T1C
Phe

ACT
The

ATG
Met
300

TCT
Ser

AGC
Val

CGT
Arg

GCC
Ala

GAA
Glu
370

CAC
His

GGA
Gly

CAG
Gln

GAG
Glu

GCA
Ala
176

ACA
Thr

GGC
Gly

AGA
Arg

c1T
Leu

GAG
Glu
245
GGA
Gly

GCT
Ala

ACA
Thr

GCG
Ala

TCC
Ser
315

AGG
Arg

TAC
Tyr

CTG
Leu

CGG
Arg

GTG
Val
385

CAT
His

CTG
Leu

CTT
Leu

GCA
Ala

AAA
Lys
190

TCA
Seor

GTA
Val

GGG
Gly

TTA
Leu

ACA
Thr
260

CcCcT
Pro

CCA
Pro

ACC
Thr

CTC
Leu

ccce
Pro
330

GCC
Ala

AAG
Lys

GAT
Asp

GGG
Gly

GAC
Asp
400

CGA
Arg

CTC
Leu

AAG
Lys

ACT
Thr

ATC
o
205

TTG
Leu

GAG
Glu

GAT
Asp

AGG
Arg

GTC
Val
275

GCC
Ala

ACG
Thr

AGC
Ser

AGT
Ser

AGG
Arg
345

GAG
Glu

CTG
Leu

GAG
Glu

CAG
Gin

ACA
Thr
415

AAC
Asn

GAA
Glu

GCC
Ala

AAG
Lys

GTT
Val
220

ACC
Thr

GAG
Glu

TAT
Tyr

CAC
His

Lys
290

TCC
Ser

TCC
Ser

CGG
Arg

AAG
Lys

AAG
Lys
360

GAG
Giu

ATA
lle

CAT
His

ATG
Maet

CAG
Gin
430

cCr
Pro

MAGT
Ser

Lys

GGT
Gly

GAC
Asp
235

CCA
Pro

T
Phe

Lys

GCC
Als

GCC
Ala
305

ATG
Met

ACA
Thr

ATC
lle

CAG
Gln

AGG
Arg
375

GAG
Glu

GTC
Val

GTG
Val

(0}
Leu

TCA
Sor
180

GAA
Glu

GGA
Gly

GGC
Gly

T
Phe

cTT
Lou
250

CAG
Gin

GTT
Val

AAG
Lys

AGC
Ser

AGC
Ser
320

GGA
Gly

TCC
Ser

CAG
Gin

GCG
Ala

CAG
Gin
390

CTG
Leu

GAA
Glu

GAA
Glu

GCT
Ala

TCT
Ser
195

GAA
Glu

ACT
Thr

GCC
Ala

GGG
Gly

TGT
Cys
265

ACC
The

GCC
Ala

CTG
Leu

TCA
Ala

CTA
Leu
335

GGT
Gly

CAC
His

GAG
Glu

GAG
Glu

GAA
Glu
405

GCT
Ala

GAG
Glu

ACG
Thr

ATC
lle

AGA
Arg
210

AAG
Lys

AAG
Lys

AAG
Lys

CAA
Gln

MAG
Lys
280

AAC
Asn

AAG
Lys

GTG
Ser

171G
Leu

ACC
Thr
350

ATT
lle

GTG
Val

CTA
Lou

171G
Leu

GCT
Ala
420

GAG
Glu

CCT
Pro

TCC
Sor

GAG
Glu

GCT
Ala
2726

GGG
Gly

AAT
Asn

cce
Pro

ATT
o

GCA
Ala
295

CGC
Arg

GCC
Ser

ACT
Thr

ACT
Thr

GAG
Glu
365

GCC
Ala

GCT
Ala

GAA
Glu

GAC
Asp

Lys
435

CCG
Pro

AAC
Asn

CTC
Leu

GGT
Gly

GAG
Glu
240

GAT
Asp

Lys

GGC
Gly

GTG
Val

AGC
Ser
310

TCC
Val

GAA
Glu

GCC
Ala

CAG
Gln

AAG
Lys
380

CTG
Leu

GCC
Ala

AGG
Arg

AGG
Arg

ATC
lle
185

c1T
Leu

AAA
Lys

GTA
Val

TGG
Trp

GGC
Gly
255
TAT
Tyr

T1C
Phe

AGG
Arg

CCTt
Pro

TCT
Ser
325

ACC
Thr

CTC
Leu

CTG
Lou

GCC
Ala

GCC
Ala
395

Lys

GAG
Glu

AAG
Lys

AGC
Ser

TCA
Ser
200

ATC
Ile

GTC
Val

TGT
Cys

GCT
Ala

GGC
Gly
270

CcCT
Pro

CGA
Arg

TCT
Ser

GTG
Ser

TCC
Ser
340

CAG
Glin

CTG
Leu

ACG
Thr

CGG
Arg

ATG
Met
110

AAG
l.ys

GTT
Val
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691

733

175

817

859

801

943

985

1027

1069

1M

11563

1195

1237

1279

1321

1363

1405

1447



SEQID NO:1, Fortsetzung

GAG
Glu

GGT
Gly

AAG
Lys

GAC
Asp

GTT
Val
495

GCA
Ala

GAG
Glu

crT
Leu

ACC
Thr

CAT
His
565

GCT
Ala

TCA
Sor

GAT
Asp

GCA
Ala

AGC
Ser
635

Lys

ATA
Ile

CAT
His

GTT
Val

GAC
Asp
440

GAT
Asp

GAG
Glu

AAA
Lys

TCA
Ser

TG
Leu
510

TCC
Ser

TG
Leu

CGT
Arg

TTT
Phe

CTG
Lou
580

T7G
Lou

GTG
Val

TCC
Ser

Lys

ACA
Thr
650

GAA
Glu

GCT
Ala

ATT
Ilo

cTY
Lou

(nn}
Lou
455

CTT
Leu

(0 [ o8
Lou

GAA
Glu

AGA
Arg

AAT
Asn
526

CAA
Gin

ACT
Thr

GGA
Gly

TAT
Tyr

AAA
Lys
595

ATA
lle

CAC
His

GGG
Gly

CAA
Gin

AAT
Asn
665

AAA
Lys

Lys

CAG
Gin

GAG
Glu

GAA
Glu
470

CAG
Glin

AAG
Lys

GTA
Val

AAG
Lys

GAG
Glu
540

GAC
Asp

GCC
Ala

ACC
The

AGC
Ser

GCT
Ala
610

CAG
Gln

c17
Lou

ATA
lle

TG
Leu

GAG
Glu
680

GAA
Glu

T1C
Phe

ACG
Thr

CAG
Gin

AGG
Arg
485

TCA
Ser

CAG
Gin

CCT
Pio

ATA
lle

CAC
His
555
CGG
Arg

GCC
Ala

AAG
Lys

CTA
Leu

CAG
Gin
625

GGA
Gly

GAG
Glu

CAG
Gln

ATG
Met

AAG
Lys
695

CGG
Arg

CAG
Gin

AGC
Ser

GAG
Ghu

CGT
Aug
500
GAA
Glu

GCT
Ala

AGC
Sor

CAG
Glin

GAA
Glu
570

ACG
Thr

CTG
Leu

TGG
Tep

GCG
Ala

ACA
Thr
640
Lys

AAT
Asn

GAA
Glu

GAA
Glu

GTT
Val
445

ACC
Thr

[ ¢]
Lot

TTA
Lou

ATA
lle

GTA
Val
515

GGG
Gly

TCT
Ser

AGA
Arg

GAA
Glu

GAA
Glu
585

GAG
Glu

AAG
Lys

ATG
Met

GAG
Glu

ATG
Met
655

CAA
Gin

GCC
Ala

AAC
Asn

GAA
Glu

Lys
460

CTC
Leu

GAA
Glu

ATG
Mot

GCT
Ala

GAT
Asp
630

117G
Lou

GAA
Glu

ACT
Thr

AAG
Lys

CAT
His
600

TCC
Ser

GAA
Glu

ACG
Thr

AGA
Arg

CAA
Gln
670
TG
Leu

AGT
Seor

GAA
Glu

CTG
Lou

117
Phe
475

GAC
Asp

GAA
Glu

GAG
Glu

GTG
Val

CAA
Gln
645

ATA
ile

CAT
His

(0}
Leu

GCC
Ala

Lys
615

GAA
Glu

GCA
Ala

CTA
Leu

GAC
Asp

AGG
Arg
685

CTG
Leu

GAA
Glu

GAG
Glu

GAA
Glu

ACT
Thr
490

CTG
Lou

CTC
Lou

GAC
Asp

GAA
Glu

ACT
The
660

CAG
Gln

TCC
Ser

AAC
Asn

CTG
Leu

CTG
Leu
630

GAA
Glu

GAT
Asp

TCT
S

GCT
Ala

GAA
Glu
700

TCA
Sor

CAT
His

AAG
Lys

AGG
Arg

GAG
Glu
505

CGA
Arg

ATG
Mot

AAG
Lys

TCT
Ser

AAG
Lys
575

Lys

Lys

GAG
Glu

AAG
Lys

17T
Phe
645

TAC
Tyr

GAA
Glu

AAA
Lys

GCC
Arg

ATT
Ilo
450
GCC
Ala

ACC
Thr

GTG
Va!

Lys

AGA
Arg
520

TCA
Ser

TTA
Leu

CTG
Lou

GAG
Glu

GAG
Glu
590

GAG
Glu

ACT
Thr

GTA
Val

GCT
Ala

CAA
Gln
660

CGG
Arg

CTG
Leu

ATC
Ser

ACC
Thr

CGC
Arg
465

Lys

GCT
Ala

GAC
Asp

AGG
Arg

c17
Lou
535

GAA
Glu

AAG
Lys

ATA
lle

AAC
Asn

AAC
Asn
605

GCC
Ala

TCT
Ser

GAA
Glu

CAC
His

GCT
Ala
875

ATG
Moet

AGG
Lys

Lys

ATT
llo

GCT
Ala
480

ACA
Thr

CTA
Leu

CTA
Lou

TCC
Ser

GTC
Val
650

GAG
Glu

AAG
Lys

GAG
Glu

TCA
Ser

ATC
lle
620

T7C
Phe

CTA
Leu

GAA
Glu

GCC
Ala

Lys
690

TCG
Leu
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1489

1631

1673

1615

1657

1699

1741

1783

1025

1867

1909

1954

1993

2035

2077

219

2161

2203

2245



SEQID NO:1, Fortsetzung

AAA
Ala
705

GAC
Asp

GAG
Glu

GTT
Val

AAG
Lys

GGT
Gly
775

GCT
Ala

GAA
Glu

AGA
Arg

GTC
Val

T7G
Leu
845

GTT
Val

AAG
Lys

CTG
Leu

Lys

CTG
Leu
915

AAC
Asn

Lys

GCT
Ala

CTG
lie

ACG
Thr
720

CTA
Leu

ATT
He

CTC
Leu

AAA
Lys

GAG
Glu
790

AGT
Ser

GAG
Glu

AGT
Ser

AAA
Lys

CAG
Gln
860

GAG
Glu

AGA
Arg

GAT
Asp

GAA
Glu

TCT
Ser
930

GAA
Glu

AAT
Asn

GAC
Asp

1TA
Leu

GAG
Glu
735

GAT
Asp

T7G
Leu

TCG
Ser

AAA
Lys

AGC
Ser
805

CTA
Leu

CAA
Gin

GAA
Glu

AGA
Arg

GAA
Glu
875

GAA
Glu

GAG
Glu

AAT
Asn

TCT
Ser

AGA
Arg
945

GAA
Glu

AAA
Lys

AAC
Asn

GTA
Val

AAT
Asn
750

GAT
Asp

GAA
Glu

CAG
Gin

AAG
Lys

AAG
Lys
820

GTG
Val

AAG
Lys

AGT
Ser

CAG
Glin

AAC
Asn
890

AGA
Arg

GAC
Asp

CAG
Gin

GAT
Asp

AAT
Asn
960

GCA
Ala

Lys

CTG
Lou

1AA)
Pho

cTT
Leu
765

ATG
Mot

ATT
e

GCT
Ala

c1TY
Leu

Lys
835

TTT
Phe

ATG
Mot

7T
Phe

TTA
Lou

GAA
Glu
905

ATT
lle

CTG
Leu

GTA
Val

GCA
Ala

GAA
Glu
7no

TTA
Leu

CAA
Gin

ACA
The

GAT
Asp

AAG
Lys
780

Lys

AGT
Ser

ACT
Thr

GAG
Glu

GCT
Ala
850

CAA

Gln

AAC
Asn

GCA
Ala

GAG
Glu

GCA
Ala
920

ACA
Thr

GAA
Glu

AGT
Ser

GAC
Asp

CAG
Gin
725

GCC
Ala

TCA
Ser

GCA
Ala

Lys

CAY
His
795

AGC
Ser

AAC
Asn

ACT
Thr

GAA
Glu

GAA
Glu
865

ATG
Met

GAT
Asp

CAG
Gin

GAA
Glu

Lys
935

GAA
Glu

T
Phe

CAG
Gln

GAA
Glu

Lys
740

CAG
Gln

CTT
Lou

cTT
Leu

TTA
Lou

ATT
llo
810

CTT
Leu

TTG
Leu

GCT
Ala

ACT
Thr

CTG
Leu
880

ATG
Mot

CTG
Leu

ATA
lle

ATG
Met

TTA
Leu
950

CTG
Leu

CAT
His

GCT
Ala

TGC
Cys

CT1C
Lau
755

CGG
Arg

AGA
Arg

GAG
Glu

ACC
Thr

CAG
Gin
825

GAA
Glu

TCA
Sor

GTA
Val

TCT
Seor

GAG
Glu
895

ATA
o

ATG
Mot

AAC
Asn

CAG
Gin

CAA
Glin
965

CTC
Lou

GAA
Glu

AAT
Asn

AAG
Lys

Lys
770

CAG
Glin

ATT
Ite

AGA
Arg

GAA
Glu

Lys
840

GAG
Glu

AAT
Asn

TCT
Ser

GCA
Ala

AAG
Lys
910

AAG
Lys

GAT
Asp

CTA
Leu

Lys

GTA
Val
M6

ATA
Ie

GAA
Glu

GCT
Ala

GCC
Ala

CAG
Gin
785

GAA
Glu

GAG
Glu

AAT
Asn

GAA
Glu

GAG
Glu
855

AAG
Lys

GAC
Asp

Lys

GCA
Ala

ATG
Met
925

GAA
Glu

Lys

AGT
Ser

GAA
Glu

AAG
Lys
730

CAA
Gln

ACT
Thr

AGT
Ser

Cc1T1
Leu

AAG
Lys
800

(9 (¥
Leu

T7G
Lou

()
Lou

GCA
Ala

TTA
Leu
870

TG
Leu

Lk}
Phe

AAG
Lys

TCA
Ser

TTA
Leu

CTT
Leu

ATT
lle

ATG
Mot

GTA
Val

ACC
Thr
745

GAA
Glu

TCC
Ser

GAG
Glu

AAT
Asn

CAG
Gin
815

AGT
Sor

CAG
uin

GTC
Val

CAC
His

GAG
Glu
885

AGA
Arg

GAA
Glu

GGA
Gly

CGT
Arg

ACA
Thr
955

GAG
Glu

GAA
Glu

AAG
Lys

AAG
Lys

GAA
Glu
760

GAA
Glu

GCA
Ala

GCT
Ala

GGG
Gly

GAA
Glu
830

ATT
lle

TCT
Ser

CAA
Gin

AAG
Lys

GAG
Glu
900

Lys

GAT
Asp

CTG
Leu

AAG
Lys

GAC
Asp
370
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2287

2329

23N

2413

2455

2497

2539

2623

2665

2707

2749

2791

2833

2876

2917

2959

3001

3043



SEQID NO:1, Fortsetzung

ATG
Met

AAG
Lys
985

GAC
Asp

GAG
Glu

ACC
Thr

CTG
Leu

AGT
Ser
1055

GAC
Asp

ATA
lle

TCC
Ser

GAA
Glu

GAG
Glu
1125

Lys

GCA
Ala

GAG
Glu

GAA
Glu

CTC
Leu
1195

T7C
Phe

TCC
Ser

ACT
The

CAT
His

CTG
Leu
1000

CTG
Leu

AAG
Lys

GAC
Asp

GGC
Gly

AAA
Lys
1070

ATG
Mat

T7G
Leu

TTG
Leu

CTG
Leu

ATG
Met
1140

GCA
Ala

AAC
Asn

GTC
Val

AAT
Asn

ATA
e
1210

ATC
lle

GYC
Val

GAG
Glu

GAA
Glu

AAA
Lys
1015

CAT
His

ACA
Thr

TTG
Leu

GCC
Ala

GAA
Glu
1085

GAG
Glu

GAC
Asp

AAC
Asn

GAA
Glu

GCT
Ala
1155

GTT
Val

ACA
Thr

AAT
Asn

Lys

AGT
Ser
1225

AAA
Lys

GAA
Glu

AAG
Lys

GCC
Ala

GAA
Glu
1030

GAG
Glu

CTG
Lou

Lys

CAG
Gln

GAC
Asp
1100

ACA
The

Lys

GAA
Glu

CAG
Gln

Lys
1170

AGT
Ser

CAG
Gln

GAC
Asp

ATA
He

GCT
Ala
976

GAA
Glu

Lys

AGG
Arg

GAA
Glu

GAC
Asp
1045

CAG
Gln

GCT
Ala

ATG
Mot

ACC
Thr

c1T
Leu
1115

TCA
Ser

T
Phe

AAG
Lys

C1T
Leu

CAT
His
1185

TG
Leu

GCA
Ala

ACT
Thr

GAA
Glu

AAG
Lys
990

ATG
Mot

TAT
Tyr

ATC
lle

AAG
Lys

GAG
Glu
1060

GCT
Ala

ACC
Thr

AAG
Lys

Lys

Lys
1130

AGG
Arg

TCC
Ser

GCT
Ala

CAA
Gln

TTA
Leu
1200

GAT
Asp

AGT
Ser

CAG
Gin

Lys

GAA
Glu
1005

GAG
Glu

CTA
Leu

CiG
Leu

CTG
Leu

CAA
Gin
1076

Lys

CAA
Gin

GAA
Glu

GAA
Glu

Lys
1145

CAG
Gin

GAG
Glu

AAG
Lys

GAA
Glu

GAA
Glu
1215

GCC
Ala

AGC
Ser

GAA
Glu

ACA
Thr

AGA
Arg
1020

CAG
Gln

AAG
Lys

GAG
Glu

ACA
Thr

GAG
Glu
1090

ACA
Thr

AAC
Asn

Cc1C
Leu

GAA
Glu

CAG
Gln
1160

GAG
Glu

CTG
Leu

ATG
Met

GAG
Glu

TTA
Leu
1230

CAG
Gin

TTG
Leu

AGC
Ser

GCC
Ala

AAC
Asn
1035

GGC
Gly

GAG
Glu

GCG
Ala

AAG
Lys

AAT
Asn
1105

AAC
Asn

CTG
Lou

ATA
lle

CTT
Leu

CTG
Leu
176

GAA
Glu

Lys

Lys

CTC
Lou

CAA
Gin
980

GAG
Glu

CAC
His

AC1
Thr

CTC
Lou

GCA
Ala
1050

CTG
Leu

GAA
Glu

ACT
Thr

GCA
Ala

117G
Leu
1120

ACT
Thr

GAA
Glu

TCA
Sor

GGG
Gly

GAA
Glu
1190

Lys

GCT
Ala

ACA
Thr

GAA
Glu

AGG
Arg
995

AAC
Asn

TCT
Ser

CAG
Gin

CGG
Arg

AGA
Arg
1065

GAT
Asp

GAG
Glu

AAA
Lys

Lys

GTA
Val
135

ACC
Thr

GCG
Ala

AGA
Arg

GAA
Glu

AGA
Arg
1205

TCC
Ser

GAA
Glu

GCA
Ala

AAA
Lys

CAG
Gln
1010

GAG
Glu

AAG
Lys

GAG
Glu

AAG
Lys

GCC
Ala
1080

ACT
Thr

CTA
Leu

AAT
Asn

GAG
Glu

CTA
Leu
1150

171G
Leu

AGC
Ser

/£ 3A
Arg

GAA
Glu

T1G
Leu
1220

AAG
Lys

GCT
Ala

T7GQ
Leu

TGT
Cys

ACA
Thr
1026

ACG
Thr

GAG
Glu

CAA
Gin

ATG
Mot

CTG
Leu
1095

CAG
Gin

GTG
Val

AAT
Asn

AAG
Lys

CAA
Gin
1165

AGG
Arg

TCT
Ser

TCC
Ser

CAG
Gin

GAT
Asp
1235

Lys

TCG
Ser

CAG
Gln

Lys

CTG
Lou
1040

AAC
Asn

GCC
Ala

CAG
Gin

GCC
Ala

AAT
Asn
110

GAA
Glu

CAA
Gin

CAG
Gin

GAA
Glu

GAC
Asp
1180

GTG
Val

AAG
Lys

Lys

GCC
Ala

-30- 298948

3085

3127

3169

321

3253

3295

3337

3379

34214

3463

3505

3547

3589

3631

3673

3716

3757

3799

3841



SEQID NO:1, Fortsetzung

GAG
Glu

GAA
Glu

CTA
Leu
1265

T7G
Lau

TCC
Sor

GCC
Ala

GAC
Asp

ATG
Met
1335

AAC
Asn

AAA
Lys

CAC
His

GAC
Asp

CGC
Arg
1405

ACC
Thr

CTG
Leu

AAC
Asn

GAG
Glu

GAG
Glu
1280

TCA
Ser

CAG
Gin

CIT
Leu

ATG
Met

AAT
Asn
1350

CCT
Pro

GAC
Asp

CcCT
Pro

CCA
Pro

AAC
Asn
1420

GAG
Glu

GCC
Ala

TCT
Ser

CcTT
Lou

GGT
Gly
1295

GAG
Glu

CAA
Gln

TCA
Ser

TAT
Tyr

CGC
Arg
1365

ACA
Thr

ccc
Pro

TAC
Tyr

TGC
Cys

AAA
Lys
1240

TCT
Ser

GAT
Asp

CAA
Gin

AAT
Asn

AGT
Ser
1310

AGG
Arg

GAA
Glu

GAC
Asp

CTC
Leu

GAG
Glu
1380

CAT
His

TGT
Cys

AAT
Asn

CTG
Lou

GCC
Ala
1265

AAG
Lys

CTC
Leu

ACA
Thr

CAG
Gin

AAG
Lys
13256

GCA
Ala

AGY
Ser

T1C
Phe

GAT
Asp

TCC
Ser
1395

GAA
Glu

GAC
Asp

AGA
Arg

AAG
Lys

GTG
Val
1270

Lys

GAC
Asp

ATT
le

AAT
Asn

GCC
Ala
1340

GAT
Asp

TGT
Cys

TGT
Cys

ACA
Thr

ATC
lle
1410

GAC
Asp

AAT
Asn

TCC
Ser

AAG
Lys

GAA
Ghu
1285

ACT
Thr

GAT
Asp

CAA
Gin

CTG
Lou

GAY
Asp
1355

GAC
Asp

CCT
Pro

CAC
His

TGT
Cys

GAA
Glu
1425

GAG
Glu

TG
Leu

Cc1C
Leou

AAC
Asn

CAG
Gin
1300

TTC
Phe

GAC
Asp

AAT
Asn

CAG
Gin

ATT
lle
1370

ACC
Thr

CAT
His

GAG
Glu

ACC
Thr

GTC
Val
1245

CAT
His

GAG
Glu

AAG
Lys

GCA
Ala

CTA
Leu
1316

CTC
Leu

GGG
Gly

GAG
Glu

TGT
Cys

CAG
Gin
1385

GGC
Gly

ATG
Met

T7C
Phe

ACA
Thr

TCA
Sor
1260

CTC
Leu

AGG
Arg

GAC
Asp

AAT
Asn

AAG
Lys
1330

AAC
Asn

AAA
Lys

GAC
Asp

GCA
Ala

AGT
Ser
1400

TTY
Phe

GTG
Val

arT
Val

AAG
Lys
1275

CAG
Gln

GAG
Glu

TCA
Ser

ATG
Met

GGG
Gly
1345

CAG
Gin

TGC
Cys

CAG
Gin

CGG
Arg

GGA
Gly
1415

CTC
Leu

GTT
Val

GTA
Val

CTC
Lou
1290

GAT
Asp

GTA
Val

AAG
Lys

GAT
Asp

TCC
Ser
1360

T
Phe

ATG
Met

GGT
Gly

CAC
His

TGATGAAGCC

AGG
Arg

CAG
Gln

AAG
Lys

AGC
Sor

GAA
Glu
1305

ATA
lle

GTG
Val

GAC
Asp

AAG
Lys

GAT
Asp
1375

TCA
Sor

GAG
Glu

TGG
Tep

GGA
Gly
1250

ACT
Thr

AAC
Asn

AGC
Sor

AGA
Arg

GTG
Val
1320

GAG
Glu

CTA
Lou

AAG
Lys

CTC
Leu

GAG
Glu
1390

GAA
Glu

GCC
Ala

TCCAGTGGAG
ACACCAGCAT
CCCCGTCAAC
TAGTCTCCCC
ACCTCGAATT
TGCCATTACA
ACAATACCTT
GCACCTAAGA
AGCTTTGACA
CTACTCATTT
TGCACTACCT
GGTGTGATTA

AACTGGGCTT
TGTGTGTGCA
AAATCTAGGA
GTATGAGTTA
TIGTTTTCTY
TITATTGGCC
ATTTAAGTAA
TATTTCCAGG
CTGGAATGAG
AAAGTATTTT
GTTATCAGTA
TAAAATCATG

GCTCAGACGC
GACTTCAGGA
AAATATTTTG
GAATAATAAA
GATTTTTACG
CCCCGACCTT
CITTAAATTA
CTGCATTTGT
TTGAAAAAAT
ATTCTTATTC
GTGCCTTTAC
AAGCAGGTAA

ACTCGCATIG
GAACTCATGT
ATCTTCAACA
TATTTAGTAG
TTTGAAGACA
GTAGAAAAAC
TGCCGTTACT
ATATTTAGAT
GTGCCATTTT
AAAGAAATAT
TTCAGGCTTG
AGGGAGGGGC

ACACAACGTA
TATTTTTTAA
AATTGCCCTT
GTGAGTTTTC
TTGCACCAGA
CCCTACCCTC
TTITCATATTT
TITTTGGTTA
GCATTTTCAT
CTGAGCTCTT
ATAATACTTA
AAGCCCCAAA

-31- 298 948
3883
3925
3967
4009
4051
4093
4135
4177
4219
4261
4303
4345
4387
4424

4474
4524
4574
4624
4674
4724
4774
4824
4874
4924
4974
5024



SEQID NO: Y, Fortsotzung

CTGCTGTGGG
GTGGTGTTITT
TGTATATATT
TGYCTTICTY
GATCATTAGG
CAACCATTTT
TAAAAGGAGG
CCAGCAGTCA
TACAATCTCC
GAGAAATTCA
TGAAGGACCT
TATCTTCATT
TTCCATGCTA
GATGTATTTT
CAATCTGGTA
TCACAAACAG
TTCTGTATCT

GACATTTTAT
GTTTATTAGT
TTTTAAAAAT
TITGGACATT
ACATAACAGA
CATITGTTTG
AATTTTCYCC
ATTAACAATA
CTTCACAAGTY
ACGTTAATAA
CAAAGCACCT
TGAATGTCTY
CATGTACAAT
CCCCTCAAGA
CCAGTTGAAA
AAAACATGTA
ACTTTTAATA

AATCTATATG
TITGCATAAT
CTATATITTG
TACCTTTTTG
CTAGGCCAGA
TTITCCTITY
AATTTTTTTT
AGCCAGTATA
TTTTITTACTG
TTCTGGATTT
GAACAGTTTA
CTAGATATGT
AAGAACTTCT
TTATCAACTG
TTTTTGGTTA
AAGCAGTATT
AATGGTTATT

CTGCACCCAC
TTCAGCTTCT
GGAAAAAAAC
AAAAAGAAAA
CATAGCATCT
ATTICTTCAC
TCCTTCTCTG
AAACACCTAA
TTTITAGATG
TCTTATCACA
TCGACCAGTT
AAAAAGTCAT
ATAATTGTAT
TGTGTTCGAC
TAAATGTAAT
AAAATTTGGC
crTT

TTAATCTACT
ATATATTGTA
ATACACAATG
CACTTAAAAT
TGTGGCTTTG
CAGATTTAAA
GCAGGTATCC
ATAACCAATC
AATGTACGAT
AAAAAGAAAA
TGAATCTATT
AAAATGTATC
ATATGCCTTT
AGTGAATATT
ACGAATTGTT
CAAACAAGTG

~32- 298948

5074
5124
5174
5224
5274
5324
5374
5424
5474
5524
5574
6624
5674
5724
5774
5824
5858
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